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“El hombre nunca sabe de lo que es capaz 
hasta que lo intenta.” 
                                   Charles Dickens.
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La anfotericina B (AMB) es un fármaco antifúngico de amplio espectro de acción. 
Es comúnmente utilizado para tratar micosis sistemicas y presenta pocos reportes 
de resistencia fúngica. Sin embargo, su uso generalizado se ve limitado por su 
toxicidad. Cuando se emplean micelas poliméricas no solo aumenta la disolución 
de AMB en medios acuosos, sino que también disminuye su toxicidad. Sin 
embargo, las micelas poliméricas tienen un bajo rendimiento de encapsulación de 
AMB ya que interactúan débilmente con el fármaco, que es una molécula anfifílica 
y anfótera. En este trabajo, se investigó el efecto de la conjugación de PEG-b-PCL 
con colesterol. El PEG-b-PCL es un copolímero dibloque biocompatible y 
biodegradable que se usa comúnmente para encapsular fármacos. Los resultados 
indican que la presencia de colesterol aumentó la eficiencia de encapsulación y la 
capacidad de carga de AMB en las micelas poliméricas; a su vez, mejora la 
capacidad de liberarla de manera controlada. En comparación con Fungizone®, el 
cual se tomó como referencia, las micelas poliméricas cargadas con AMB 
presentaron una eficacia in vitro más baja contra Candida albicans SC5314, esto 
se evidenció en el aumento de la concentración mínima inhibitoria. Sin embargo, la 
evaluación in vivo de la actividad antifúngica utilizando el modelo invertebrado de 
Galleria mellonella mostró una eficacia comparable. La citotoxicidad de AMB frente 
a fibroblastos L929 y glóbulos rojos disminuyó para las micelas cargadas con AMB 
respecto al control. Los resultados indican que copolímeros PEG-b-PCL son 
vehículos promisorios para encapsular y liberar AMB. 










Amphotericin B (AMB) is a broad-spectrum antifungal drug. It is commonly used to 
treat systemic fungal infections and has few reports of fungal resistance. However, 
its widespread use is limited by its toxicity. When polymeric micelles are used not 
only increases the solubility of AMB in aqueous media, but also decreases its 
toxicity. However, polymeric micelles have low AMB encapsulation performance 
since they interact weakly with the drug, which is an amphiphilic and amphoteric 
molecule. In this work, the effect of the conjugation of PEG-b-PCL with cholesterol 
was investigated. PEG-b-PCL is a biocompatible and biodegradable diblock 
copolymer that is commonly used to encapsulate medications. The results indicate 
that the presence of cholesterol increased encapsulation efficiency and AMB 
loading capacity in polymeric micelles; in turn, improves the ability to release it in a 
controlled manner. Compared to Fungizone®, which was taken as a reference, 
polymeric micelles loaded with AMB showed lower in vitro efficacy against Candida 
albicans SC5314, this was evidenced in the increase in the minimum inhibitory 
concentration. However, in vivo evaluation of antifungal activity using Galleria 
mellonella's invertebrate model showed comparable efficacy. The cytotoxicity of 
AMB against L929 fibroblasts and red blood cells decreased for micellar 
formulations with respect to the reference. The results indicate that PEG-b-PCL 
copolymers are promising vehicles in the development of AMB micellar 
formulations.. 
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La Enfermedad Fúngica Invasiva (EFI) constituye una gran amenaza para los 
pacientes intrahospitalarios, especialmente los inmunocomprometidos. La 
candidemia es la principal enfermedad fúngica invasiva que se produce en los 
pacientes hospitalizados; el género Candida spp es responsable de casi el 80% de 
las infecciones asociadas al manejo del paciente intrahospitalario (1). En América 
Latina se estima una incidencia de 1,18 casos por cada 1.000 ingresos (2); en 
particular, la incidencia más alta se encontró en Colombia, con 1,96 casos por cada 
1.000 ingresos, mucho más altas que las incidencias reportadas en el hemisferio 
norte, 0,28 a 0,96 casos por 1.000 ingresos (3), con una tendencia a aumentar 
durante la última década. La Candidemia se asocia con estancias prolongadas en 
el hospital generando una tasa de mortalidad que puede variar de 38% a 49% (4). 
 
El antifúngico de elección para tratar la enfermedad fúngica invasiva es anfotericina 
B (AMB), la cual es un antimicrobiano de la familia de los polienos, de tipo macrólido, 
empleado desde hace más de 50 años (5). A pesar de que se han desarrollado 
nuevos fármacos anti fúngicos (Equinocandinas y Azoles), la AMB sigue siendo el 
fármaco de elección para el tratamiento de enfermedades fúngicas sistémicas 
graves, debido a la baja resistencia que se ha observado frente a este antimicótico 
y a su amplio espectro sobre hongos de relevancia clínica (6).  
 
Para ejercer su actividad antifúngica, la AMB forma un complejo con el ergosterol 
de la membrana celular fúngica, dando lugar a la formación de canales o poros que 
alteran la permeabilidad de la membrana ocasionando la perdida de iones sodio, 
potasio e hidrógeno lo que conlleva a la muerte celular por acidificación y 
precipitación del citoplasma (7). Pese a la alta eficacia de la AMB, su uso se ve 
limitado por su toxicidad; la cual está dada por la afinidad que también exhibe por el 
colesterol presente en la membrana de células mamíferas. La toxicidad de la AMB 
 
 
se presenta principalmente cuando se encuentra formando agregados solubles lo 
cual ocurre cuando su concentración excede 1 mg/L, por lo tanto,  puede atenuarse 
a través del uso de sistemas de liberación controlada que mantengan la 
concentración  de AMB y por ende limiten su agregación (8).    
Actualmente la AMB se formula como una suspensión coloidal de administración 
intravenosa usando una sal biliar, desoxicolato de sodio, que actúa como agente 
solubilizante para aumentar la biodisponibilidad del fármaco. Sin embargo, este tipo 
de formulación comercializada como Fungizone® presenta efectos secundarios 
indeseables graves: nefrotoxicidad, anemia y reacciones febriles, esto debido a la 
inestabilidad del complejo AMB/desoxicolato de sodio en plasma, permitiendo su 
liberación rápida y por ende la formación de agregados. Adicionalmente, debido a 
que la AMB se une a lipoproteínas de baja densidad (LDL) en suero, se facilita la 
internalización en células renales que expresan los receptores de LDL, lo que 
conlleva a casos de nefrotoxicidad (9). Por tal razón, se han desarrollado 
formulaciones empleando sistemas de liberación controlada, tal como lo son las 
formas liposomales (AmBisome®, Abelcet®, Amphotec®) que presentan menor 
toxicidad, sin embargo, su alto costo y  el requerimiento de dosis más altas para 
lograr resultados terapéuticos equivalentes a Fungizone® limitan su uso 
generalizado (10).  
En los últimos años las micelas poliméricas se han convertido en una estrategia 
para encapsular y liberar controladamente fármacos de baja solubilidad en medios 
acuosos, como es el caso de AMB. Las micelas poliméricas son nanopartículas tipo 
core-shell formadas por polímeros que se autoensamblan dando lugar a una 
estructura micelar, por lo general esférica, que se comporta como un 
nanocontenedor de fármacos, permitiendo mejoras en su solubilidad en agua y 
reducir su  toxicidad (11,12).  
Las micelas poliméricas tienen algunas ventajas sobre los sistemas basados en 
lípidos, tales como fácil proceso de preparación, mayor estabilidad termodinámica 
 
 
y cinética, lo que les confiere mayor estabilidad frente a la dilución in vivo, y 
circulación sanguínea prolongada (13). En estudios previos se ha demostrado que 
encapsular AMB en micelas poliméricas reduce la agregación del fármaco y por 
ende sus efectos tóxicos, Adams y colaboradores encapsularon anfotericina B en 
micelas constituidas por poli(etilenglicol)-bloque-polio( L-aspartamida de N-hexilo) 
con cadenas laterales de acilo, evidenciando una disminución en la agregación de 
esta sustancia y por ende en su toxicidad (14). 
Pese a las desventajas asociadas al uso de AMB, el aumento de casos de personas 
que padecen de EFI y el número reducido de fármacos para tratar esta enfermedad, 
AMB sigue siendo el antifúngico de primera línea para el tratamiento de las micosis 
sistémicas. Por lo anterior existe una necesidad por desarrollar formulaciones 
novedosas de anfotericina B rentables y con toxicidad reducida, dentro de este 
panorama las nanopartículas poliméricas pueden convertirse en una opción 
terapéutica extrapolable a clínica debido a su tamaño, circulación prolongada a nivel 
sistémico y biocompatibilidad. En el presente trabajo se diseñaron y caracterizaron 
nanopartículas poliméricas a base de Polietilenglicol (PEG), Policaprolactona (PCL) 
y Colesterol (CH) cargadas con AMB, a nivel in vitro se evaluó su Concentración 
Mínima Inhibitoria (CMI), porcentaje de hemólisis y citotoxicidad. A nivel in vivo se 
generó una infección sistémica en larvas de Galleria mellonella con Candida 
albicans para posteriormente ser tratadas con las micelas poliméricas cargadas con 




7. Marco teórico 
7.1 Candidemia 
 
La enfermedad fúngica invasiva (EFI) constituye un problema emergente a nivel 
global por la mortalidad ocasionada, siendo la candidiasis y la candidemia 
responsables de la mayoría de los casos. Este fenómeno se da por el uso de 
terapias inmunosupresoras por ejemplo en pacientes con cáncer (quimioterapia) o 
en pacientes trasplantados; el uso de dispositivos intravenosos y de antibióticos de 
alto espectro de acción también se atribuyen como factores de riesgo para padecer 
micosis invasivas (15). 
A nivel Latinoamérica, a pesar que se reportan pocos estudios epidemiológicos 
sobre candidemia se estima una incidencia de 1,18 casos por cada 1.000 ingresos 
(2); en particular, la incidencia más alta se encontró en Colombia, con 1,96 casos 
por cada 1.000 ingresos (3).  
Durante los últimos años aproximadamente el 50% de los aislados clìnicos de 
candida provenientes de casos de candidemia pertenecen a especies de Candida 
no-albicans. Dentro de estas especies se destacan Candida glabrata, Candida 
parapsilosis, candida tropicalis y Candida krusei (16). La mayoría de las especies 
anteriormente nombradas por lo general son menos virulentas que C. albicans pero 
presentan un perfil de resistencia a los anti fúngicos mayor o tienden a desarrollar 
dicha resistencia más rápidamente (17). Sin embargo Candida albicans sigue 
siendo  la levadura de mayor importancia clínica, por ejemplo en los casos de 







7.1.1 Candida albicans 
 
Candida albicans es una levadura que se encuentra ubicada en el Reino: Fungi, 
División: Ascomycota, Clase: Saccharomycetes, Orden: Saccharomycetales, 
Familia: Saccharomycetacea, Género: Candida (19). Es un hongo polimórfico, se 
puede encontrar en forma de levadura (células redondas) o pseudo hifas (células 
alargadas), su desarrollo y proliferación se da a una temperatura de 25°C a 37 °C. 
Hace parte de la microbiota de piel y mucosas: oral, gastrointestinal y genitourinaria 
constituyéndose como un comensal inofensivo. Sin embargo, cuando se produce 
un desequilibrio en la microbiota, daño a nivel del epitelio y mal funcionamiento del 
sistema inmune, este pasa de ser un hongo comensal a uno oportunista, generando 
infecciones localizadas y superficiales hasta infecciones sistémicas (20). El 
establecimiento de una infección por parte de C. albicans se ve favorecido por la 
expresión de factores de virulencia como: transición morfológica, producción de 
enzimas hidrolíticas y adhesinas, evasión del sistema inmune debido al cambio de 
fenotipo (21).  
7.1.2 Tratamiento candidemia  
 
A diferencia de las infecciones bacterianas con las que se cuenta con un gran 
número de antibióticos para tratarlas, en las infecciones fúngicas el panorama es 
diferente pues solo se cuenta con un grupo reducido de antimicóticos. Las 
candidemias se tratan específicamente, a saber, con tres grupos de anti fúngicos 
(22):  
 Polienos: anfotericina B 
 Azoles: Fluconazol, Voriconazol, Itraconazol, Posaconazol   
 Equinocandinas: Caspofungina, Micafungina, y Anidulafungina.  
 
El uso de la terapia antifúngica se ve restringido por factores como: 
 Resistencia por parte de los hongos a los antifúngicos  
 
 
 Toxicidad asociada al fármaco 
 El costo de algunos tratamientos 
7.2 Anfotericina B 
 
La AMB es un antifúngico poliénico aislado por primera vez, en la década de los 50, 
de cultivos de Streptomyces nodosus. Una molécula de AMB está constituida por 
37 átomos de carbono formando una parte hidrofóbica (cadena hidrocarbonada), 
una parte hidrofílica (cadena polihidroxilada) y un grupo micosamina (23) (Figura 1). 
Presenta baja solubilidad en agua y buffer fisiológicos, es parcialmente soluble en 
metanol, dimetil sulfoxido, etanol, cloroformo, entre otros. Posee un tiempo de vida 
media de eliminación prolongado lo que favorece su acumulación en hígado y 
riñones (24). 
Figura 1: Estructura química anfotericina B. En azul se resalta la región hidrofóbica de la molécula, en rojo 
la región hidrofílica y en verde el azúcar micosamina (25). 
 
Este antifúngico se inició a comercializar en 1958, previo reconocimiento de la FDA 
como antifúngico, bajo la presentación de Fungizone-Squibb®, la cual básicamente 
era una suspensión de desoxicolato de sodio más AMB, de administración 
intravenosa. Debido a su amplio espectro de acción se convirtió rápidamente en el 
tratamiento de primera línea para contrarrestar la enfermedad fúngica invasiva. Pero 
 
 
la toxicidad de esta formulación condujo al desarrollo de nuevas alternativas como 
los sistemas liposomales, a los cuales se les asocia una menor ocurrencia de 
eventos adversos (26) (Tabla 1). 
 
Tabla 1 Características físicas y propiedades farmacocinéticas de 
formulaciones de anfotericina B 
 
DMPC: dimiristoilfosfatidilcolina, DMPG: dimiristoil fosfatidilglicerol, DSPG: diestearoilfosfatidilglicerol, 
HSPC: fosfatidilcolina de soja hidrogenada, N/A: No Aplica (27). 
 
Sin embargo, estas nuevas formulaciones no son empleadas a nivel global para el 
tratamiento de las micosis sistémicas debido a su alto costo. Su uso, por ejemplo 
en países en vía de desarrollo es limitado. Actualmente, la AMB sigue siendo la 
opción terapéutica para tratar enfermedades fúngicas sistémicas como la 
aspergilosis y las candidemias debido a que no se cuenta con un sustituto que 
equipare su acción fungicida frente a diversos hongos, sumado a los pocos casos 





Anfotericina B desoxicolato 
(Fungizone®)
Anfotericina B liposomal 
(Ambisome®)
Anfotericina B complejo 
lipídico (Abelcet®)












Relación Anfotericina B/lipidos N/A 1:9 1:3 1:1
Tamaño (nm) 0.035 80 1,600–11,000 122x4
Dosis (mg/kg) 1.0 5.0 5.0 4.0
Concentración plasmatica (µg/mL) 1.5–2.9 83 ± 35.2 1.7 2.9
Vida media (h) 24 8.6 ± 3.1 173.4 28.2
Volumen de distribución (L/kg) 5.0 ± 2.8 0.16 131 ± 57.7 4.1





7.2.1 Mecanismo de acción de anfotericina B  
 
El mecanismo de acción a través del cual la AMB ejerce su efecto fungicida es la 
formación de canales en la bicapa lipídica del hongo debido a su afinidad por el 
ergosterol presente en las membranas fúngicas (24). La molécula de anfotericina B 
está compuesta por una cadena hidrocarbonada (parte hidrofóbica) que interactúa 
directamente con el ergosterol formando poros, mientras que la cadena hidroxilada 
(parte hidrofílica) se ubica al interior del poro generando la pérdida de Potasio y 
Magnesio, lo que conlleva a una acidificación y precipitación del citoplasma de la 
célula fúngica y por ende su muerte por depleción de estos cationes monovalentes, 
protones y solutos pequeños (29)(Figura 2A). 
 
Figura 2: Figura tomada de Celeste y colaboradores (30)  A. Mecanismo de acción anfotericina B en la célula 
fúngica B. Efecto citotóxico de anfotericina B sobre células de mamíferos 
 
Barwicz y colaboradores en 1992 sugirieron otro mecanismo de acción para la AMB 
el cual consiste en secuestrar el ergosterol presente en la membrana del hongo 
generando un desequilibrio a nivel de membrana suficiente para ejercer un efecto 
fungicida (31). 
Se ha descrito que la resistencia a este fármaco se debe a un cambio en la cantidad 




una alteración en la vía de síntesis del ergosterol los cuales son remplazados por 
esteroles intermediarios, esta resistencia aún es poco frecuente por ende la AMB 
sigue siendo una de las mejores terapias para el tratamiento de pacientes con 
infecciones fúngicas sistémicas (32). 
7.2.2 Toxicidad de la anfotericina B 
 
La AMB interactúa con los esteroles presentes tanto en membranas fúngicas como 
en células mamíferas: ergosterol (efecto fungicida) y colesterol (efecto tóxico). Por 
medio de simulaciones de dinámica molecular y DFT se determinó que estas 
interacciones se dan a través de fuerzas de Van der Waals,  interacciones π-π y 
puentes de hidrógeno que involucran los grupos hidroxilos de ambos esteroles (33). 
Mediante técnicas de UV-VIS, permeación de K+ y resonancia magnética nuclear se 
ha demostrado que las interacciones AMB-ergosterol son de mayor magnitud que 
las interacciones AMB-colesterol (34,35). En estudios realizados con membranas 
simuladas para determinar la complejación de AMB con ambos esteroles, 
empleando resonancia de plasmones superficiales, se ha demostrado que la 
constante de equilibrio de formación del complejo AMB-ergosterol es 40 veces 
más grande que el valor correspondiente para el sistema AMB-colesterol (36).  
 
Debido a su carácter anfifílico la molécula de AMB tiende a agregarse a 
concentración superiores a 0.1µM. El proceso de agregación se da de manera 
espontánea, principalmente por interacciones hidrofóbicas, y estos pueden 
coexistir junto con la forma monomérica en una solución de AMB (37).  
Investigaciones han demostrado que, a bajas concentraciones, donde la AMB se 
encuentra en forma monomérica, su interacción es mayor con membranas ricas 
en ergosterol, mientras que las membranas que contienen colesterol no son 
afectadas, solo hasta que su concentración incrementa por encima de su límite 
crítico de agregación (Figura 2B). Barwicz y colaboradores estudiaron la 
 
 
interacción de AMB con monocapas de fosfatidilcolina provistas con colesterol y 
ergosterol, ratificando el comportamiento anteriormente descrito (38).  
7.3 Nanopartículas poliméricas 
 
Las nanopartículas poliméricas son agregados de polímeros insolubles o de baja 
solubilidad en agua; por lo general, presentan tamaños entre 10 y 500 nm y son 
ampliamente estudiados como vehículos para la liberación controlada de fármacos. 
Una de las ventajas de emplear nanopartículas poliméricas es que el riñón no puede 
depurar moleculas de tamaño superior a 5.5 nm, por lo cual estas partículas 
presentan tiempos prolongados de circulación y dependiendo de su composición y 
propiedades superficiales pueden ser captados por las células blanco en donde 
liberan el principio activo que transportan en aplicaciones tales como quimioterapia 
y terapia génica (39). 
Los polímeros empleados en la fabricación de nanopartículas para liberación 
controlada de fármacos deben cumplir con varias características tales como: ser 
atóxico, no generar respuesta inmune y ser biodegradable generando metabolitos 
no tóxicos o que puedan ser eliminados a través de rutas metabólicas naturales sin 
efectos colaterales, es de acuerdo con las características que exhiben los productos 
de degradación que se define la biocompatibilidad de un polímero. Es por esto que 
polímeros tales como poli (ácido láctico-co- ácido glicólico) (PLGA), poli(ácido 
glicólico) (PGA) y poli(ácido láctico) (PLA) son aceptados por la FDA en algunas 
aplicaciones biomédicas, ya que los productos de su biodegradación se eliminan 






7.4 Galleria mellonella como modelo para evaluar nuevos antifúngicos 
 
Dentro de los modelos alternativos de evaluación de infección fúngica se encuentra 
Galleria mellonella mejor conocida como polilla de la cera, su ciclo de vida incluye 
un estadio larval el cual ha sido empleado en el estudio de la virulencia de hongos 
patógenos como Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Aspergillus 
fumigatus y Fusarium spp, los resultados de virulencia obtenidos en Galleria 
mellonella se correlacionan con los obtenidos en el modelo mamífero de ratones 
(41).  De igual manera, en otros estudios este modelo invertebrado está siendo 
empleado para evaluar la actividad antifúngica de nuevas moléculas (42). Scorzoni 
y colaboradores en el 2013 evaluaron la eficacia antifúngica de Fluconazol y 
anfotericina B durante la infección por Candida krusei en larvas de Galleria 
mellonella, obteniendo como resultado un efecto protector contra la infección por 
parte de AMB, demostrando la eficiencia del modelo invertebrado para evaluar 
antifúngicos (43). 
7.4.1 Ventajas de emplear el modelo invertebrado Galleria mellonella: 
 
1. Las larvas se pueden incubar en un rango de temperatura de 25°C a 37°C 
lo que facilita asemejar las condiciones de temperatura del hongo y las 
del humano. 
2. El modelo es fácil de manipular y permite trabajar con un alto número de 
individuos en corto tiempo. 
3. A pesar de su tamaño permite obtener tejido y hemolinfa para realizar 
diferentes estudios. 
4. La viabilidad de las larvas es fácil de detectar por falta de movimiento y 
por el proceso de melanización.  
 
Su sistema inmune está compuesto por hemocitos que actúan como células 
fagocíticas semejando la inmunidad innata de los mamíferos frente a la infección 
 
 
por hongos (44). Dentro de la respuesta inmune humoral se destaca la melanización 
y producción de péptidos antimicrobianos. La melanina frena el proceso infeccioso 
formando cápsulas melanoticas alrededor del patógeno. A pesar de que el modelo 
Galleria mellonella no remplaza los modelos murinos, debido a la correlación 
obtenida en resultados con ambos modelos, el modelo invertebrado permite reducir 
el número de mamíferos utilizados para experimentación cuando se deba escalar a 
este (25). 
 
Este trabajo se desarrolló con el fin de atender la necesidad que existe de encontrar 
vehículos de encapsulación de AMB, que mejoren su disolución y realicen una 
liberación controlada del antifúngico para contrarrestar su agregación y garantizar 
su uso en clínica sin efectos adversos para la salud. Es así como nos planteamos 
la siguiente hipótesis:   
 
Anfotericina B encapsulada en micelas poliméricas formadas por Polietilenglicol 
(PEG), Policaprolactona (PCL) y Colesterol (CH) presenta menor citotoxicidad, 
hemólisis e igual actividad fungicida in vitro e in vivo que las opciones terapéuticas 











8. Objetivos  
8.1 Objetivo general 
Evaluar anfotericina B encapsulada en sistemas micelares conjugados con 
colesterol como opción terapéutica frente a Candidiasis por Candida albicans. 
8.2 Objetivos específicos 
 
1. Establecer relaciones entre las diferentes formulaciones micelares cargadas con 
anfotericina B con los precursores y sus características fisicoquímicas. 
2. Determinar concentraciones mínimas inhibitorias de la familia de micelas 
conteniendo anfotericina B frente a Candida albicans. 
3. Determinar características de citotoxidad y capacidad hemolítica de micelas 
cargadas con anfotericina B. 
4. Evaluar la capacidad terapéutica de anfotericina B encapsulada en candidiasis 













9. Materiales y métodos. 
El presente trabajo se desarrolló en dos fases: 
9.1 Fase I: Síntesis y caracterización de micelas poliméricas 
En esta fase se sintetizaron y caracterizaron micelas poliméricas dibloque a base 
de Polietilenglicol (PEG) y Policaprolactona (PCL) conjugadas con Colesterol (CH) 
cargadas con anfotericina B. 
9.1.1 Síntesis de los copolímeros dibloque 
Se sintetizaron copolimeros dibloque de PEG-b-PCL por medio de polimerización 
por apertura de anillo de ε-CL empleando como macroiniciador mPEG de 5 kDa. Se 
tomó mPEG (2.5g, 0.45mmol) y ε-CL (2.3 mL, 21mmol) y se disolvieron en 60 mL 
de tolueno, por último, se agregó el catalizador Sn (Oct)2 (162 μl, 0.5 mmol). La 
solución anterior se mantuvo en agitación constante bajo atmósfera de Argón a 
110°C por 24h. El producto resultante se recuperó mediante precipitación con 
metanol y se purificó nuevamente por precipitación en una solución de 
tetrahidrofurano (THF), adicionando metanol frio. 
El PEG-b-PCL resultante de la etapa anterior se conjugó con colesterol, para tal fin 
se tomó mPEG-b-PCL (1.0 g, 0.103 mmol) y cloroformiato de colesterilo (78 mg, 
0.174 mmol), 1,4-diazabiciclo [2.2.2] octano (DABCO) (14.5 mg, 0.174 mmol) y 
trietilamina (15 μL, 0.18 mmol) y se disolvieron con 15 ml de diclorometano anhidro 
como disolvente. La solución resultante se desgasificó burbujeando argón durante 
5 min, y se calentó a reflujo durante 48 h. El producto (PEG-b-PCL-CH) se recuperó 
por precipitación con dietil éter y se purificó por precipitación a partir de una solución 
en THF. Una muestra de polietilenglicol se hizo reaccionar con colesterol bajo las 
mismas condiciones empleadas para el PEG-b-PCL para obtener el PEG conjugado 
con colesterol (PEG-CH)(45).     
 
 
9.1.2 Caracterización de los copolímeros en bloque 
Resonancia magnética nuclear protónica (RMN1H): los copolímeros se 
analizaron empleando un espectrómetro Bruker Avance de 400 MHz, disolviendo 
20 mg de copolímero en 0.1 mL de CDCl3. Los espectros se registraron a 303 K. El 
cambio químico se expresó en ppm con respecto a la señal de CDCl3. 
 
Cromatografía de permeación en gel (GPC): se realizó para determinar la 
distribución del peso molecular y el índice de dispersión, las mediciones se llevaron 
a cabo en un cromatógrafo líquido de alto rendimiento Waters equipado con un 
detector de índice de refracción diferencial. Los análisis se realizaron en THF a una 
velocidad de flujo de 0,8 ml / min utilizando una columna HR 4E. La curva de 
calibración se construyó con estándares de poliestireno en el rango de 1 a 69 kDa. 
9.1.3 Ensamble de las micelas poliméricas 
El ensamble de las micelas poliméricas se llevó a cabo mediante el método de 
nanoprecipitación: 80mg de los copolimeros se disolvieron en THF y posteriormente 
por goteo se añadieron a 25 ml de agua desionizada. La solución obtenida se 
mantuvo bajo agitación constante durante 24 horas hasta la evaporación del THF y 
el autoensamble del copolímero. A la dispersión micelar resultante se añadieron 
gota a gota 20 mg de AMB disuelta en un exceso de metanol; esta suspensión se 
mantuvo en agitación hasta lograr la evaporación completa de metanol. La AMB que 
no fue encapsulada por los sistemas micelares se retiró mediante centrifugación a 
5000 RPM durante 10 minutos. Se prepararon tres sistemas micelares con AMB, a 
saber, PEG-CH, PEG-b-PCL y PEG-PCL-CH(46). 
La suspensión de micelas cargadas con AMB se liofilizó y almacenó a -20°C para 
su posterior caracterización física y evaluaciones biológicas. 
 
 
9.1.4 Determinación de la Concentración Micelar Critica (CMC) de los 
polímeros  
La CMC de los polímeros se determinó por el método de fluorescencia, empleando 
pireno como molécula prueba. 
9.1.5 Características de las micelas poliméricas 
La caracterización del grupo de micelas se realizó por medio de: 
9.1.6 Microscopia electrónica de transmisión (TEM) 
 
La morfología y tamaño de las micelas se determinó a través de un microscopio Jeol 
1400 plus. Sobre un grid (rejilla de cobre recubierta con una película de formvar) se 
dispusieron 2µL de las micelas poliméricas, se dejó secar por 24 horas a 
temperatura ambiente.  
9.1.7 Dispersión dinámica de luz (DLS):  
Las medidas de tamaño de partícula se realizaron en el equipo Malvern modelo 
ZetaSizer Nano, las micelas poliméricas se diluyeron a 0,1% para posterior lectura.  
9.1.8 Cuantificación de AMB encapsulada en las micelas poliméricas 
Se pesó 1.00 mg de cada una de las micelas cargadas con AMB y se dispersó en 
aproximadamente 9 mL de metanol, esta mezcla se sonicó durante 15 minutos con 
el fin de extraer la AMB disuelta en las micelas poliméricas y posteriormente se aforó 
a 10.0 mL. La solución resultante se centrifugó durante 20 minutos a 13.000 RPM 
para precipitar los agregados de polímeros insolubles en metanol. La AMB 
encapsulada se cuantificó en un espectrofotómetro Evolution 300 UV/VIS, se tomó 
como valor de lectura la absorción de AMB a 414 nm(47). 
 
La eficiencia de encapsulación se determinó mediante la ecuación: 
Eficiencia de encapsulación (EE)= 
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝐴𝑀𝐵 𝑒𝑛 𝑙𝑎𝑠 𝑚𝑖𝑐𝑒𝑙𝑎𝑠       





9.1.9 Liberación de AMB por parte de las micelas poliméricas 
Una alícuota de 5.0 mL, a una concentración de 120 mg/L, de una dispersión acuosa 
de cada una de las micelas cargadas con AMB preparadas se transfirió a un 
recipiente plástico, al cual se le adhirió una membrana de diálisis de 5kD en su boca. 
La superficie de la membrana se puso en contacto con una solución de desoxicolato 
de sodio al 0,1%, el ensayo se realizó en agitación constante, 150 RPM, a una 
temperatura de 37°C. A tiempos 0, 1, 2, 3, 4, 24, 48, 72, 116, 144 horas se tomó 
alícuotas de 1.0 mL del medio de liberación para cuantificar AMB liberada por 
UV/VIS, el volumen tomado del medio de liberación fue remplazado con solución de 
desoxicolato de sodio fresca(48).  
9.2 Fase II: Evaluaciones biológicas In vitro e In vivo de las micelas 
cargadas con AMB 
Se realizaron las evaluaciones biológicas de actividad de las formulaciones de la 
fase 1, tanto a nivel in-vitro evaluando curvas de muerte y Concentraciones mínimas 
inhibitorias (CMI), la capacidad hemolítica y la citotoxicidad en fibroblasto L929. Así 
como la capacidad de tratar larvas infectadas con C. albicans, mediante la 
evaluación de su supervivencia. 
9.2.1 Actividad antifúngica in vitro de anfotericina B encapsulada   
La evaluación antifúngica se realizó con una adaptación de la metodología descrita 
por EUCAST. La cepa Candida albicans SC5314 se cultivó en agar sabouraud por 
24 horas, luego se realizó un inóculo 1-5x105 UFC/ml en medio RPMI, se colocaron 
150 µL de este inóculo en placas de microdilución y 150 µL de las concentraciones 
a evaluar de las micelas poliméricas con y sin AMB (120mg/L a 0.05mg/L). La placa 
se incubó a 37°C por 48 horas en el equipo Bioscreen C. Se realizaron lecturas de 
densidad óptica (DO) a 600nm cada hora hasta completar 48 horas de lectura(49). 
 
 
9.2.2 Actividad hemolítica de anfotericina B encapsulada en micelas frente a 
glóbulos rojos humanos  
Se recolectó sangre O+ en tubos que contenían ácido etilendiamino tetraacético 
(EDTA), la muestra se centrifugó a 500xg durante 5 minutos, luego se recuperaron 
los glóbulos rojos y se realizaron dos lavados con PBS. Se realizó una suspensión 
globular a una absorbancia de 0.5. De igual manera, se preparó un stock 20x de las 
concentraciones a evaluar (120mg/L a 0.05mg/L) de las micelas poliméricas con y 
sin AMB en PBS. 
En placas de 96 pozos se transfirieron 190 µL de la suspensión globular por pozo 
más 10 µL de las soluciones stock a evaluar. Las placas se incubaron a 37°C en 
agitación por 1 hora, transcurrido este tiempo la placa se centrifugó por 5 minutos a 
500xg para sedimentar glóbulos rojos intactos, el sobrenadante se transfirió a una 
placa nueva y se cuantificó la hemoglobina libre a una longitud de onda 541nm, 
como controles se emplearon glóbulos rojos tratados con PBS (control negativo) y 
triton X-100 (control positivo), cada ensayo se realizó por triplicado(47). 
Para calcular el porcentaje de hemólisis se empleó la siguiente fórmula: 
 
% hemólisis = 
DO muestra – DO control negativo
DO control positivo – DO control negativo
×100 
 
9.2.3 Citotoxicidad ejercida por anfotericina B encapsulada en micelas 
poliméricas sobre la línea celular Fibroblastos L929 
La citotoxicidad de las nanopartículas poliméricas con y sin AMB se evaluó sobre 
Fibroblastos L929 empleando el ensayo colorimétrico MTT. 
En placas de 96 pozos se sembraron Fibroblastos L929 a una densidad de 21.000 
células/Pozo, se dejaron adherir y proliferar durante 24 horas en medio DMEN 
(Invitrogen), posteriormente se prepararon concentraciones de las micelas 
poliméricas con y sin AMB en un rango de concentración de 120mg/L a 0.05mg/L 
en medio DMEN y se agregaron a las células adheridas en la placa, se dejó incubar 
por un tiempo de 24 horas a 37°C en atmosfera de CO2 al 5%. Luego se retiró el 
 
 
medio, se lavaron las células con PBS y se agregó 30 µL de MTT (sal de tetrazolio, 
Sigma-Aldrich) a una concentración de 1mg/ml en PBS. Las placas se incubaron 
nuevamente a 37°C por 4 horas, pasado este tiempo se retiró el MTT y se agregó 
100 µL de DMSO (MERCK) para solubilizar los cristales de Formazan. 
Por último, se midió la densidad óptica (DO) a 490 nm con un lector de microplacas 
(ELX800). Como control de viabilidad se incluyeron células sin ningún tratamiento, 
cada ensayo se realizó por triplicado(50). 
El porcentanje de viabilidad celular se calculó empleando la siguiente formula: 
  
 %𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =  
𝐷𝑂 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛 𝑚𝑖𝑐𝑒𝑙𝑎𝑠 𝑝𝑜𝑙𝑖𝑚é𝑟𝑖𝑐𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛 𝑦 𝑠𝑖𝑛 𝐴𝑀𝐵
𝐷𝑂 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑛𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠
X100 
 
9.2.4 Ensayo de actividad antifungica en el modelo In vivo Galleria 
mellonella 
 
Preparación del inóculo 
La cepa candida albicans SC5314 se cultivó en una placa de agar sabouraud por 
un periodo de tiempo de 24 h a 37°C. Del cultivo anterior se preparó un inóculo de 
la levadura a una concentración de (5x107 células/ml) en PBS. 
Larvas G. mellonella  
Larvas de G. mellonella fueron suministradas por la empresa Scientia Colombia, en 
el último estadio larval. Para los ensayos se escogieron individuos con un peso de 
300 mg por larva y que no presentaran melanización. 
Proceso de desinfección de las larvas  
Se ubicaron las larvas en un colador de tela y se sumergieron en una solución de 




Inoculación de G. mellonella: 
Se infectaron 10 larvas con 10 μL del inóculo (5x107 células/ml) por cada grupo de 
micelas a evaluar. Inmediatamente al proceso de infección las larvas fueron tratadas 
con una dosis de 4 mg/kg de peso de anfotericina B contenida en micelas 
poliméricas o Fungizone® empleado como referencia. La inoculación de las 
levaduras y el tratamiento se realizó en la última pata falsa de las larvas con una 
jeringa de insulina ultrafina de 50 unidades(43). 
Como controles se emplearon tres grupos denominados control absoluto (larvas sin 
proceso de desinfección, verificación idoneidad de las larvas), control desinfección 
(verifica el proceso de desinfección no afecta las larvas) y control PBS (larvas 
inoculadas con PBS, verifica que las larvas no sufren daño al ser inyectadas). Las 
placas con cada grupo de larvas se incubaron a 37°C durante 7 días. Diariamente 
se revisaban las larvas y se evaluaba su supervivencia mediante la presencia o 
ausencia de movimiento. 
Cada ensayo se realizó por triplicado y los datos se analizaron por medio de gráficas 
de Kaplan Meier. 
9.3 Evaluación histológica 
Para la evaluación histológica a las 72 horas post infección y tratamiento con las 
diferentes formulaciones poliméricas de anfotericina B, 3 larvas de cada grupo se 
fijaron por inmersión en tubos eppendorff de 1.5 ml con Formol al 10% bufferado a 
pH 7.2. Las muestras se incluyeron en parafina, se seccionaron en serie a un 
espesor de 5 micras y se tiñeron utilizando la solución de ácido periódico de Schiff 
(PAS) y Hematoxilina eosina. Las imágenes se analizaron usando un microscopio 
óptico a 10x y 20x con el fin de evidenciar la distribución de la infección (nódulos) 




9.4 Análisis estadístico  
 
Las gráficas y el análisis estadístico se realizaron en el programa Graph Pad Prisma 
5. Los ensayos de citotoxicidad, actividad hemolítica y concentración mínima 
inhibitoria (CMI) de cada grupo de micelas, se analizaron mediante un análisis de 
varianza de dos factores y un test de Bonferroni, la significancia para este análisis 
fue establecida con P<0,05. Las gráficas de supervivencia se analizaron mediante 






10. Resultados.  
10.1 Fase I: Síntesis y caracterización de micelas poliméricas 
10.1.1 Síntesis de los copolímeros dibloque 
 
En el esquema 1A se muestra el esquema de síntesis por apertura de anillo obtenido 
a parit de ε-CL utilizando mPEG como macroiniciador. Para obtener el copolímero 
PEG-PCL-CH, el PEG-PCL se hizo reaccionar con cloroformiato de colesterilo, en 
el Esquema 1B se muestra la segunda parte de síntesis para obtener el copolimero 
Dibloque conjugado con colesterol. La reacción se confirmó por la presencia de 
señales de resonancia (Figura 3 A B). Para el PEG-b-PCL se observan señales 
distintivas de PCL: 4.08 (t, J = 6.6 Hz, 73H), 2.33 (t, J = 6.6 Hz, 73H), 1.72 - 1.62 
(m, 146H), 1.40 (m, 73H) y PEG: 3.66 (s, 494H). El rendimiento de reacción basado 
en el espectro de 1HNMR fue del 84%. En el caso del PEG-PCL-CH, además de las 
señales de mPEG y PCL descritas anteriormente, una a 0.71 ppm que se integra a 
aproximadamente 3 H indica la presencia de restos de colesterol. El rendimiento de 
la esterificación de PEG-b-PCL con cloroformiato de colesterilo fue de acuerdo con 




Esquema 1: Rutas de síntesis A. polimerización de ε-caprolactona a partir de PEG como macroiniciador y 
B. reacción de esterificación de mPEG-b-PCL con cloroformiato de colesterilo 
 
En este estudio, PEG se seleccionó como el segmento hidrofílico de las micelas 
debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y a que es un polímero aprobado 
por la FDA para aplicaciones biomédicas. De acuerdo con la longitud del segmento 
PEG, este influye en la interacción de las micelas poliméricas con las células. Las 
cadenas cortas de PEG favorecen su captación celular, mientras que segmentos 
largos de PEG disminuye su interacción con las proteínas de membrana. Por lo 
tanto, se espera que PEG con un peso molecular de 5 KDa proporcione a las 
micelas un periodo de circulación largo en sistemas biológicos y favorezca la 




Figura 3: Espectro RMN1H de A. mPEG-b-PCL y B. mPEG-b-PCL-CH (* señales debidas a restos de 
solventes no removidos eficientemente durante el proceso de purificación. 
10.1.2 Caracterización de los copolímeros en bloque 
El comportamiento de autoensamble de los materiales poliméricos se estudió 
midiendo su concentración micelar crítica (CMC) mediante espectroscopia de 
fluorescencia utilizando α-pireno como sonda hidrófoba, obteniendo los valores 
registrados en la tabla 2. Se observa que en la conjugación de mPEG-b-PCL con 
colesterol, se logra una sustancia anfifílica con una CMC más bajo.  
Las micelas poliméricas no cargadas obtenidas por el método de nanoprecipitación 
se caracterizaron midiendo su diámetro e índice de dispersión por dispersión 
dinámica de la luz. En concordancia con la disminución de CMC, los datos en la 
tabla 2 revelan que la conjugación de mPEG-b-PCL con colesterol conduce a 
micelas con un tamaño de 119nm, menor con respecto a los otros dos grupos de 
micelas. Aparentemente, la presencia de colesterol además de aumentar el carácter 
hidrófobo del segmento PCL, su naturaleza mesogénica también contribuye a 
reducir la energía libre del proceso de micelización. Como resultado, hay un mayor 
número de núcleos disponibles para el crecimiento posterior de las micelas. La 
mayor polidispersidad de mPEG-Colesterol puede atribuirse a una cinética menos 
 
 
favorable del intercambio de unimers debido al ensamblaje de colesterol, que a su 
vez evita reordenamientos de micelas. 
 
Tabla 2: Caracterización de los copolimeros 
 
muestra 
Peso Molecular Autoensamble en Agua 
Mn(KDa) DI** CMC mg/L D (nm) (PDI) 
mPEG  5.497 1.02 ND ND 
mPEG-PCL 9.715 1.15 5.2 140 (0.30) 
mPEG-Ch 5.884 1.04 8.3 130 (0.60) 
mPEG-PCL-Ch 10.083 1.20 0.40 119 (0.21) 
 
10.1.3  Encapsulación de AMB en las micelas poliméricas  
La AMB se disolvió en metanol y se añadió a una dispersión acuosa de micelas 
poliméricas preformadas. Después de 24 h de agitación a temperatura ambiente, el 
metanol se evaporó lentamente. En la tabla 3 se presentan sus propiedades tales 
como tamaño de partícula y la eficiencia de encapsulación del fármaco (EE). 
 




%EE Diámetro de partícula 
(nm) (PDI) 
PEG-b-PCL  28 153 (0.45) 
PEG-CH  42 284 (0.80) 




Los % EE indican que la conjugación de PEG-b-PCL con colesterol aumentó la 
eficiencia de encapsulación en comparación con el copolímero solo. 
El uso de AMB como antifúngico se ve obstaculizado por su baja solubilidad, así 
como por sus propiedades anfifílicas y la naturaleza anfótera. En este trabajo se 
modificaron los núcleos micelares al incluir una molécula de colesterol, que de 
acuerdo con los resultados en la tabla 3 mejoró la capacidad de las nanopartículas 
para encapsular el fármaco. Esto debido a que el colesterol puede presentar 
interacciones intermoleculares favorables con la AMB tales como fuerzas Van der 
Waals e interacciones tipo π-π. Esto, a su vez, evita su agregación que tiene lugar 
a través de segmentos poliénicos. El hecho que PEG-CH encapsule una cantidad 
menor de AMB que PEG-PCL-CH sugiere que se debe a un efecto sinérgico entre 














10.1.4 Características de las micelas poliméricas 
El tamaño de las micelas cargadas con AMB se analizó empleando Dispersión 
dinámica de luz (DLS), el diámetro de las micelas vacías y con AMB se muestra en 




Se evidencia que la encapsulación de AMB altera el tamaño y los índices de 
polidispersidad en comparación con las nanopartículas vacías. Además, una menor 
capacidad de encapsulación de PEG-PCL corresponde a una modificación menor 
de las propiedades micelares. En el caso de PEG−CH y PEG-PCL-CH, el diámetro 
de las micelas se alteran drásticamente, lo que sugiere un cambio de las 
Figura 4: A. Imágenes TEM de las micelas vacías PEG-PCL-CH B Micelas de PEG-PCL-CH cargadas con 




propiedades dinámicas de las micelas como resultado de la fuerte interacción del 
colesterol y la AMB. Este fenómeno se ratificó mediante imágenes TEM de micelas 
vacías de PEG-PCL-CH y micelas cargadas de AMB mostradas en la Figura 4. Las 
micelas vacías son más esféricas y presentan una forma más regular (Figura 4A), 
en presencia de AMB, las micelas se volvieron amorfas (Figura 4B). 
La figura 4 C, D muestra las distribuciones de diámetro de partícula en número e 
intensidad obtenidos por DLS. La distribución de intensidad muestra dos 
poblaciones de partículas, la distribución en número indica que la mayoría de las 
partículas tienen un tamaño inferior a 100 nm y la segunda población corresponde 
a agregados de AMB. La misma información se puede deducir de la imagen TEM 
en la Figura 4B. 
10.1.5 Liberación de AMB por parte de las micelas poliméricas 
La liberación de AMB a partir de los tres grupos de micelas cargadas con AMB se 
evaluó mediante diálisis, utilizando una solución de desoxicolato de sodio como 
medio de liberación. Los perfiles de liberación obtenidos al medir la AMB acumulada 















Figura 5: Perfiles de liberación de AMB encapsulada en el grupo micelas 
poliméricas 
 
El perfil de PEG-PCL muestra un % de liberación alto en las primeras horas, este 
comportamiento no se observa en las micelas que contienen colesterol. PEG-PCL-
CH exhibió la tasa de liberación más baja en el ensayo. Se debe tener en cuenta 
que la liberación de un fármaco encapsulado en micelas poliméricas se rige por la 
difusión del fármaco al medio de liberación, y por la disociación de los contenedores 
micelares a través de un proceso de intercambio de unímeros (52). La disminución 
de la velocidad de liberación de AMB a partir de las micelas de PEG-b-PCL-CH se 
debe a su baja CMC, además del carácter más hidrófobo del núcleo micelar y las 




























10.4 Fase II: Evaluaciones biológicas In vitro e In vivo de las micelas 
poliméricas 
10.4.1 Actividad antifúngica in vitro de micelas poliméricas con anfotericina 
B 
La concentración mínima inhibitoria (CMI) de los tres grupos de micelas cargados 
con AMB y Fungizone®, empleado como referencia, se evaluó a partir de las 
cinéticas de crecimiento resultantes de Candida albicans SC5314 en presencia de 
diferentes concentraciones de las formulaciones normalizadas respecto al 
contenido real de AMB. En la Figura 6 (A, B, C, D) se observa la cinética de 
crecimiento normal de la levadura (Curva SC5314) y la CMI es representada por 










Figura 6: Concentración mínima inhibitoria (CMI) de Fungizone y las micelas poliméricas cargadas con AMB frente a Candida albicans SC5314, la CMI 
es representada por una línea roja. 
PEG-PCL CMI


















































































































En la figura 6A se representa el comportamiento de C. albicans SC5314 a diferentes 
concentraciones de Fungizone®, fármaco comercial empleado para el tratamiento 
de candidiasis sistémica. Se observa el crecimiento basal de la levadura (Curva 
SC5314) evidenciándose una fase de adaptación de aproximadamente 5 horas, una 
fase logarítmica a partir de la hora 5 hasta la hora 12, seguido de la fase 
estacionaria. En las Concentraciones de 0,05 – 0,11 mg/L se observa una cinética 
de crecimiento similar a la curva patrón con la diferencia que la lectura de densidad 
óptica (DO) para la fase logarítmica y estacionaria es menor debido a la inhibición 
de una parte de la masa celular por el anti fúngico.  
En comparación, a concentraciones de 0,23 mg/L no se observa una cinética de 
crecimiento, desde la hora 0 hasta las 48 horas se observa una lectura de densidad 
óptica constante que se representa por una línea recta roja sobre el eje de las X lo 
cual indica que hubo una inhibición completa por parte de Fungizone® sobre C. 
albicans SC5314, constituyéndose esta concentración en la CMI para esta levadura. 
La concentración mínima inhibitoria obtenida para Fungizone® (0,23 mg/L) 
concuerda con la reportada por otros estudios, por ejemplo T. Watamoto y 
colaboradores probaron el efecto de 5 anti fúngicos (Anfotericina B, Caspofungina, 
Ketoconazol, Nistatina y 5-flucitosina) sobre células plantónicas y en biofilm de C. 
albicans SC5314 obteniendo como CMI 0,225 µg/mL para anfotericina B(53). 
 La figura 6B, corresponde a la gráfica de la CMI de las micelas de PEG-PCL-CH 
cargadas con anfotericina B; a concentraciones de 0,46mg/L se logra inhibición 
completa de C.albicans. A concentraciones de 0,23 mg/L se logra una inhibición 
hasta la hora 30, a partir de este tiempo la DO incrementa a causa del aumento en 
la población fúngica(54). Para el grupo de micelas de PEG-CH (figura 6C) y PEG-
PCL (figura 6D) la CMI es de 0,93 y 0,46 mg/L respectivamente. En la tabla 4 se 










Tabla 4: Concentración mínima inhibitoria (CMI) de las micelas poliméricas cargadas con AMB frente a 
Candida albicans SC5314. 
 
 
En la tabla 4 vemos diferencias en la Concentración mínima inhibitoria obtenida por 
el grupo de Micelas cargadas con AMB, los 3 grupos micelares obtuvieron CMI 
superiores al compararlas con Fungizone®, para PEG-CH hasta dos 
concentraciones arriba. Las micelas conformadas por PEG-PCL-CH son las que 
obtienen un comportamiento inhibitorio muy similar al fármaco control. 
Las diferencias en las concentraciones inhibitorias del grupo de micelas estudiadas 
con respecto al antifúngico control son debido a moléculas de AMB que quedan 
atrapadas en el interior del núcleo micelar y no son liberadas al medio para que 
puedan ejercer su efecto fungicida. Este fenómeno es más notorio en las micelas 
constituidas por PEG-CH donde se obtuvo una CMI dos concentraciones más altas 
con respecto al control. Este comportamiento puede estar asociado a un mayor 
grado de unión entre AMB y el colesterol, el cual en presencia de policaprolactona 
(PCL) disminuye, obteniendo CMI muy cercanas a Fungizone®. En un estudio 
desarrollado por Yang y colaboradores, sintetizaron micelas poliméricas dibloque 
basadas en poli (etilenglicol) metil éter-bloque-poli (épsilon-caprolactona) (MPEG-
PCL) y poli (etilenglicol) metil éter-bloque-poli (L-lactida) (MPEG-PLLA) para 
encapsular y liberar Quercetina; encontrando que había una interacción fisica entre 
el polímero ubicado en el núcleo micelar (PCL ó PLLA) y el fármaco (Quercetina) 
dado por enlaces de hidrógeno. Las micelas de MPEG-PCL liberaron menor 
cantidad de fármaco atribuible a un mayor grado de unión entre la Quercetina y la 
PCL. Estos resultados discrepan de los obtenidos en nuestro estudio, estas 
Fungizone PEG-PCL-CH PEG-CH PEG-PCL
C. albicans 
SC5314




discrepancias las atribuimos a que pueda existir una interacción física mayor entre 
AMB y colesterol que entre AMB y policaprolactona (55).    
10.4.2 Actividad antifúngica in vitro de micelas poliméricas sin anfotericina B 
Se evaluó la actividad antifúngica In vitro de las micelas poliméricas vacías, es decir 
sin anfotericina B, con el fin de corroborar que la actividad fungicida reportada es 
dada solo por el fármaco encapsulado y no por alguna actividad antimicrobiana 
surgida por las interacciones de los polímeros constituyentes de las micelas. No 
hubo diferencias estadísticamente significativas entre la curva SC5314 y las 
concentraciones evaluadas de micelas vacías. 
 
Figura 7: Actividad anti fúngica de las micelas poliméricas sin AMB (Ø) frente a Candida albicans SC5314. 
 
Las micelas poliméricas sin AMB (Ø) fueron evaluadas con la misma metodología 
descrita para la CMI, se evaluaron concentraciones desde 30 mg/L a 0,05 mg/L. En 
la figura 7 (A, B, C) no se observa un efecto antifúngico por parte de los vehículos 





comportamiento de las Micelas formadas por PEG-PCL-CH y PEG-CH 
respectivamente, vemos como las concentraciones de 0,05mg/L presentan una 
cinética de crecimiento muy similar a la curva basal de C.albicans (Curva SC5314); 
a concentraciones de 30 mg/L se observa de igual manera una curva de crecimiento 
con el mismo comportamiento que la curva patrón, con una disminución en la fase 
logarítmica cuya causa puede estar asociada por las interaciones de moléculas de 
colesterol, provenientes de las micelas, con los fosfolípidos de la membrana celular 
fúngica que pueden alterar su desarrollo y división celular(56).  
10.4.3 Citotoxicidad ejercida por anfotericina B encapsulada en micelas 
poliméricas sobre la línea celular Fibroblastos L929 
Se evaluaron diferentes concentraciones de las micelas poliméricas cargadas con 
AMB y de micelas poliméricas vacías (sin AMB) para determinar el efecto citotóxico 











































Figura 8: Viabilidad de la línea celular Fibroblastos L929 en presencia de las micelas poliméricas cargadas 
con AMB por el método colorimétrico MTT (DO492nm) 
 
 
En la Figura 8 se muestran los porcentajes de viabilidad celular obtenidos de 
Fibroblastos L929 posterior a la exposición con el conjunto de micelas cargadas con 
AMB. Las micelas constituidas por PEG-PCL-CH, en el rango de concentraciones 
de 3,75mg/L a 120mg/L, obtuvieron un porcentaje de viabilidad superior; 
aproximadamente entre un 17 y 20% con respecto al control Fungizone®. Se 
resaltan diferencias estadísticamente significativas entre estos dos grupos en las 
concentraciones anteriormente mencionadas (P<0.001). A concentraciones de 
0,11mg/L hasta 1,87mg/L el comportamiento de viabilidad celular frente a las 
micelas PEG-PCL-CH es muy similar al control por ende no se encuentran 
diferencias estadísticamente significativas. 
Las micelas formadas por PEG-CH y PEG-PCL reflejan un comportamiento más 
citotóxico con respecto a las micelas constituidas por PEG-PCL-CH en todas las 
concentraciones evaluadas. De igual manera, al compararlas con Fungizone® los 
porcentajes de viabilidad son menores a partir de concentraciones de 0,11mg/L a 
3,75mg/L (P<0.05). A partir de 30mg/L los porcentajes de viabilidad son superiores 
al control sin embargo no equiparan a los obtenidos por PEG-PCL-CH.   
Paralelo a la evaluación de la viabilidad celular de las micelas cargadas con AMB, 
se evaluaron las mismas concentraciones de nanopartículas micelares sin el 
antifúngico. En la Figura 9 se representan los porcentajes de viabilidad obtenidos 
por el conjunto de contenedores micelares. Los contenedores conformados por 
PEG-PCL-CH y PEG-PCL arrojaron un porcentaje de viabilidad celular superior o 






En comparación las micelas vacías de PEG-CH obtuvieron en la mayoría de las 
concentraciones porcentajes de viabilidad entre el 88 al 78%. En general los 3 
contenedores micelares empleados para encapsular AMB presentaron porcentajes 






Figura 9: Viabilidad de la línea celular Fibroblastos L929 en presencia de las micelas poliméricas vacías (sin 
AMB) por el método colorimétrico MTT (DO492nm) 
 
 
10.4.4 Actividad hemolítica de anfotericina B encapsulada en micelas frente a 
glóbulos rojos humanos 
 
Con la finalidad de ratificar los datos de viabilidad obtenidos en el ensayo anterior, 
se realizó un ensayo de lisis de glóbulos rojos humanos O+, se enfrentaron 
diferentes concentraciones (120mg/L-0,23mg/L) del grupo de micelas cargadas con 
AMB y micelas vacías (sin AMB) frente a globulos rojos humano, se determinó el % 

















Figura 10: A Hemólisis de glóbulos rojos en presencia de las micelas poliméricas cargadas con AMB 
(DO541nm), concentraciones 120mg/L a 7,5mg/L. B Hemólisis de glóbulos rojos en presencia de las micelas 






En la figura 10 se muestran los porcentajes de hemolisis obtenidos por el grupo de 
micelas cargadas con AMB a las diferentes concentraciones evaluadas. En general 
para los 3 grupos se observa una disminución en la actividad hemolítica a medida 
que decrece la concentración de AMB presente en las micelas. Los porcentajes de 
hemólisis más altos fueron los registrados por el fármaco Fungizone®, 
destacándose una actividad hemolítica en el rango de 92% a 43%, a las 
concentraciones más altas. En contraste los 3 grupos de micelas evaluadas, que 
contenían AMB en su interior, obtuvieron porcentajes de hemólisis bajos incluso a 
las concentraciones más altas, siendo 22% el valor más alto a una concentración 
de 120mg/L para las micelas de PEG-CH. 
Las micelas de PEG-PCL obtuvieron los porcentajes de hemolisis más bajos en las 
diferentes concentraciones evaluadas, los rangos de hemólisis oscilan entre el 3% 
y el 1%. El conjunto de micelas de PEG-PCL-CH, las cuales en el punto anterior 
presentaron un perfil de citotoxicidad menor a Fungizone®, repiten dicho 
comportamiento en este ensayo, logrando disminuir el efecto hemolítico de AMB 
entre un 77% y 15% a las concentraciones más altas. Los tres grupos de micelas 
cargadas con AMB presentaron diferencias estadísticamente significativas (P<0.05) 
en el porcentaje de hemólisis con respecto al fármaco control.     
De igual manera que en el ensayo de Citotoxicidad, se evaluó la actividad hemolítica 













Al observar la Figura 11, se evidencia una actividad hemolítica muy baja por parte 
de las micelas vacías, en general el comportamiento de los tres sistemas de entrega 
diseñados presenta un perfil de hemólisis muy similar. Se resalta el porcentaje de 
hemólisis más alto de 5% obtenido por el conjunto de micelas constituidas por PEG-
PCL.  
En los resultados de citotoxicidad y hemólisis se evidencia como Fungizone®, 
presenta un grado de citotoxicidad y hemólisis superior a las micelas poliméricas 
con AMB, diseñadas en este trabajo. Esto se debe básicamente, a la constitución 
de Fungizone® ya que este es simplemente una suspensión coloidal de AMB más 
Deoxicolato de sodio que únicamente favorece su solubilidad, pero no su liberación 
controlada, superando nuevamente concentraciones de 1mg/L en el medio 
conllevando a la agregación de la AMB y posterior aparición de efectos tóxicos(57). 
Por el contrario, cuando se emplean sistemas micelares dibloque a base de 
polímeros, estas estructuras pueden liberar paulatinamente el fármaco al medio 
controlando así su concentración y evitando la agregación, responsable de la 
toxicidad(58). 
Para el 2008 Yang y colaboradores, sintetizaron al igual que nuestro estudio micelas 
Dibloque de PEG-PLLA y PEG-PCL, evidenciando que, de acuerdo con las 
Figura 11: Hemólisis de glóbulos rojos en presencia de las micelas poliméricas vacías, sin AMB, (DO541nm). 
 
 
características químicas del polímero y el fármaco a encapsular, estos pueden 
interactuar físicamente dando como resultado la retención del fármaco en el núcleo 
micelar y la posterior liberación sostenida del mismo en el tiempo. Esta liberación 
se puede favorecer de dos formas:  
1. Si el fármaco encapsulado forma enlaces de hidrógeno con el polímero del núcleo 
micelar puede dar como resultado la retención del fármaco y la liberación controlada 
del mismo (59)(55).  
2. Emplear polímeros de naturaleza hidrofóbica para encapsular fármacos 
hidrofóbicos, favorecerá una interacción hidrofóbica polímero-fármaco que 
repercutirá en la velocidad de migración del fármaco desde el interior de la micela 
al medio exterior. En suma, la liberación de un fármaco contenido en un sistema 
micelar dependerá tanto de las propiedades químicas de los polímeros que forman 
la micela como de las propiedades del fármaco que en conjunto favorecerán su 
disolución y disminuirán sus efectos tóxicos(60). 
Una menor citotoxicidad y actividad hemolítica lograda por las micelas de PEG-PCL-
CH, puede estar dada por el radical de colesterol que presenta interacciones 
hidrófobas con la AMB en el núcleo micelar facilitando su encapsulación, así como 
la disminución de su citotoxidad ya que impide la agregación en el núcleo micelar lo 
que conlleva a la liberación de AMB monomérica. Nuestros resultados concuerdan 
con los reportados por Ronak y colaboradores en el 2007 quienes sintetizaron 
micelas PEG-DSPE con y sin colesterol, concluyendo que las micelas con colesterol 
impedían la agregación de la AMB, lo cual podría disminuir su tocixidad (61). En el 
2012 Diezi y colaboradores emplearon micelas hechas de PEG, fosfolípidos y 
colesterol; encontrando que las micelas con colesterol causaron un porcentaje de 
hemólisis In vitro bajo debido a la desagregación de AMB (62).  
De las micelas vacías, podemos decir que obtuvieron perfiles de citotoxidad y 
hemólisis bajas, lo cual permite concluir que pueden seguir siendo empleados como 
vehículos para encapsular fármacos debido a que no presentan un efecto nocivo 
sobre las líneas celulares sobre la cual fueron probados, es por esta razón que la 
FDA acepta la PCL y el PEG como polímeros a emplear en ciertas aplicaciones 
 
 
biomédicas, ya que no son tóxicos, no generan respuesta inmune y son 
biodegradables.  
10.4.5 Ensayo de actividad antifungica en el modelo In vivo Galleria mellonella 
La efectividad de las micelas poliméricas para contrarestar la infección por Candida 
albicans se llevó a cabo en el modelo in vivo de Galleria mellonela. Larvas fueron 
infectadas con 10µl de un inóculo de 5x107 de C. albicans y tratadas 
inmediatamente con una dosis de 4mg/kg de peso de las diferentes micelas 
cargadas con AMB, en la Figura 12A se muestran las gráficas de supervivencia 
obtenidas trascurridos 7 días de pos infección y tratamiento. Se observa como la 
formulación de PEG-PCL-CH logró un porcentaje de supervivencia del 80%, igual 
al presentado por Fungizone®. 
Las micelas de PEG-CH y PEG-PCL cargadas con AMB, al ser comparadas con las 
larvas no tratadas (Ca SC5314), las cuales al cuarto día presentaban muerte total 
del número de individuos, lograron recuperar al 20% de la población.    
En la Figura 12B se observa que las larvas infectadas y tratadas con las micelas sin 
AMB tienen un comportamiento similar a las larvas no tratadas, por ende, las 
micelas por si solas no ejercen ningún efecto antifúngico. 
Larvas de Galleria mellonella fueron inoculadas solo con las micelas cargadas con 
AMB y sin cargar, los resultados se muestran en las Figuras 12C y 12D, se observa 
como los dos grupos de micelas no ejercen daño alguno a las larvas, lo cual puede 






Figura 12: A Eficacia de las micelas poliméricas con AMB en la infección con C. albicans en Galleria mellonella B Eficacia de las micelas poliméricas sin 
AMB en la infección con C. albicans en Galleria mellonella C Efecto de las micelas cargadas con AMB sobre las larvas D Efecto de las micelas sin AMB 






























Figura 13: A Tejido larva sana B Tejido larva infectada C. Larva tratada con Fungizone D. Larva tratada con 
PEG-PCL-CH E. Larva tratada con PEG-PCL F. Larva tratada PEG-CH, aumento 10X. 
  
Se realizó histología a las larvas al final del ensayo de supervivencia, en la Figura 
13 se muestran las imágenes de los cortes obtenidos, tanto en las larvas tratadas 
como no tratadas se encontró la forma levaduriforme y filamentosa del hongo (B, C, 
D,F). Los hongos se encontraron en estructuras definidas tipo granulomas rodeados 
por células del sistema inmunológico de la larva. El tratamiento con Fungizone® y 
PEG-PCL-CH a 4mg/kg de peso logró disminuir la infección generada en las larvas. 
En los cortes histológicos de las larvas tratadas con PEG-CH y PEG-PCL se 








El tratamiento con las micelas poliméricas cargadas con AMB y sin AMB no tuvo un 
efecto sobre la histología de las larvas. En la Figura 14 se muestra el porcentaje de 
infección y localización de esta con las diferentes micelas.      
 
 
Figura 14: A. Porcentaje de infección para cada grupo de micelas (*TS=Tejido Sano) B. Localización de la 
infección en el cuerpo de la larva. 
 
En la Figura 14A se observan los porcentajes de infección por cada grupo de 
micelas, las nanopartículas de PEG-PCL-CH obtuvieron los porcentajes de 
infección más bajos, 20%, muy cercanos a Fungizone® que presentó un 10% de 
tejido infectado. Para los dos grupos se encontraron tanto hifas como levaduras en 





En cuanto a la localización de la infección, para las larvas tratadas con Fungizone®, 
tanto las levaduras e hifas se ubicaron únicamente en intestino, para las micelas de 
PEG-PCL-CH la infección se localizó mayoritariamente en cuerpo adiposo (60%) y 
un 40% en intestino. 
Las micelas de PEG-PCL y PEG-CH presentaron porcentajes de infección del 50% 
y 80% respectivamente, predominando la aparición de hifas en el tejido. Para los 
dos grupos de micelas su distribución fue mayoritariamente en intestino. 
En la actualidad, las larvas de Galleria mellonella constituyen un modelo In vivo 
alternativo para estudiar la virulencia de hongos y probar la efectividad de nuevos 
fármacos(63). Los modelos invertebrados presentan ventajas sobre los modelos 
mamíferos convencionales, a saber, presentan un menor costo, permiten manipular 
un número mayor de individuos, se obtienen resultados más rápido; además de 
tener una inmunidad frente a patógenos con similitudes funcionales y estructurales 
a los mamíferos(42,64).  
Nuestros resultados demuestran que el modelo invertebrado Galleria mellonella es 
ideal para la evaluación de micelas poliméricas cargadas con AMB como opción 
terapéutica para el tratamiento de candidiasis sistémica. Aunque los modelos 
invertebrados no sustituyen los modelos murinos, si permiten realizar un tamizaje 
de un número mayor de nuevos medicamentos, formulaciones o sistemas de 
entrega de fármacos, con la finalidad de escoger los mejores para ser probados en 
modelos mamíferos. 
El porcentaje de supervivencia obtenido a dosis de 4mg/kg de peso concuerdan con 
los resultados obtenidos por De-Dong Li, quien probó nuevos medicamentos 
antifúngicos (no se especifica qué tipo de fármaco se probó) empleó como control 
AMB a dosis de 6,5mg/kg de peso obteniendo porcentajes de supervivencia del 




11. Conclusiones  
 Los copolímeros en bloque conjugados con colesterol mPEG-b-PCL-Ch 
promueven la formación de micelas con una CMC más baja (0,4 mg/L) en 
comparación con mPEG-b-PCL, mPEG-Ch 
 La presencia de Colesterol (Ch) en el núcleo micelar favorece la 
encapsulación y disolución del fármaco, este rendimiento mejora en 
presencia de PCL  
 Las cinéticas de liberación in vitro indicaron velocidades de liberación lentas 
para el copolímero dibloque conjugado con colesterol favoreciendo la 
liberación de AMB en un estado no agregado. 
 Se logró atenuar el comportamiento hemolítico y citotóxico de AMB al ser 
encapsulada en micelas poliméricas. Las formulaciones micelares de AmB 
mPEG-b-PCL-Ch fueron biocompatibles con los fibroblastos L929 a 
concentraciones de fármaco inferiores a 60 mg/L. 
 In vitro se obtuvieron MIC superiores a Fungizone®. Sin embargo, en el 
modelo In vivo G. mellonella infectada con C. albicans SC5314 se obtuvo la 
misma supervivencia cuando se trató con micelas de mPEG-PCL-Ch 
cargadas con AMB y con fungizone®. 
 Micelas poliméricas de mPEG-PCL-Ch constituyen un vehículo promisorio 







Anexo A: Promedio de las absorbancias y desviación estándar de las concentraciones evaluadas de Fungizone y 
formulaciones de AMB para hallar CMI. 
Fungizone 
Tiempo 
(h) Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N
0 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3
1 0,102 0,003 3 0,096 0,003 3 0,094 0,005 3 0,090 0,001 3 0,092 0,005 3 0,091 0,005 3 0,092 0,004 3 0,090 0,002 3 0,073 0,001 3 0,073 0,002 3 0,075 0,002 3 0,070 0,003 3
2 0,105 0,002 3 0,098 0,003 3 0,096 0,005 3 0,092 0,001 3 0,093 0,005 3 0,093 0,005 3 0,093 0,004 3 0,091 0,003 3 0,075 0,001 3 0,076 0,002 3 0,079 0,002 3 0,070 0,003 3
3 0,105 0,002 3 0,098 0,003 3 0,097 0,005 3 0,092 0,001 3 0,094 0,005 3 0,093 0,006 3 0,093 0,004 3 0,092 0,002 3 0,077 0,001 3 0,081 0,005 3 0,086 0,001 3 0,070 0,003 3
4 0,106 0,003 3 0,099 0,003 3 0,097 0,005 3 0,093 0,001 3 0,095 0,004 3 0,093 0,005 3 0,094 0,003 3 0,092 0,002 3 0,081 0,003 3 0,092 0,011 3 0,102 0,001 3 0,070 0,003 3
5 0,106 0,002 3 0,099 0,003 3 0,097 0,005 3 0,093 0,001 3 0,095 0,004 3 0,093 0,006 3 0,094 0,003 3 0,092 0,002 3 0,088 0,006 3 0,114 0,025 3 0,134 0,004 3 0,070 0,003 3
6 0,105 0,002 3 0,099 0,004 3 0,097 0,004 3 0,093 0,001 3 0,095 0,003 3 0,093 0,006 3 0,093 0,003 3 0,091 0,002 3 0,100 0,012 3 0,150 0,047 3 0,189 0,007 3 0,070 0,003 3
7 0,107 0,003 3 0,099 0,004 3 0,097 0,005 3 0,093 0,001 3 0,094 0,003 3 0,093 0,006 3 0,093 0,003 3 0,091 0,002 3 0,121 0,022 3 0,208 0,074 3 0,272 0,010 3 0,070 0,003 3
8 0,107 0,003 3 0,099 0,004 3 0,097 0,004 3 0,093 0,001 3 0,094 0,004 3 0,093 0,006 3 0,093 0,004 3 0,091 0,002 3 0,153 0,041 3 0,289 0,105 3 0,384 0,014 3 0,070 0,003 3
9 0,107 0,003 3 0,099 0,003 3 0,097 0,005 3 0,093 0,001 3 0,094 0,004 3 0,092 0,005 3 0,093 0,004 3 0,091 0,002 3 0,204 0,067 3 0,388 0,125 3 0,504 0,014 3 0,070 0,003 3
10 0,107 0,003 3 0,099 0,003 3 0,097 0,005 3 0,092 0,002 3 0,093 0,004 3 0,092 0,005 3 0,093 0,004 3 0,090 0,002 3 0,271 0,101 3 0,480 0,115 3 0,589 0,007 3 0,070 0,003 3
11 0,107 0,004 3 0,099 0,003 3 0,096 0,004 3 0,092 0,002 3 0,093 0,004 3 0,091 0,005 3 0,092 0,004 3 0,090 0,002 3 0,348 0,131 3 0,547 0,096 3 0,641 0,007 3 0,070 0,003 3
12 0,107 0,004 3 0,098 0,004 3 0,096 0,004 3 0,092 0,001 3 0,093 0,004 3 0,091 0,005 3 0,092 0,004 3 0,090 0,002 3 0,412 0,136 3 0,589 0,089 3 0,674 0,009 3 0,071 0,003 3
13 0,106 0,003 3 0,098 0,003 3 0,096 0,005 3 0,091 0,002 3 0,092 0,004 3 0,090 0,005 3 0,091 0,004 3 0,089 0,002 3 0,464 0,124 3 0,619 0,088 3 0,698 0,013 3 0,070 0,003 3
14 0,107 0,004 3 0,099 0,003 3 0,096 0,004 3 0,092 0,001 3 0,093 0,004 3 0,091 0,006 3 0,091 0,004 3 0,090 0,002 3 0,498 0,113 3 0,639 0,088 3 0,719 0,013 3 0,071 0,003 3
15 0,107 0,004 3 0,099 0,003 3 0,096 0,004 3 0,092 0,002 3 0,092 0,004 3 0,091 0,005 3 0,091 0,004 3 0,090 0,002 3 0,519 0,109 3 0,652 0,090 3 0,738 0,014 3 0,071 0,003 3
16 0,107 0,004 3 0,099 0,003 3 0,096 0,004 3 0,092 0,002 3 0,092 0,005 3 0,091 0,005 3 0,091 0,004 3 0,089 0,002 3 0,537 0,106 3 0,666 0,089 3 0,747 0,016 3 0,071 0,003 3
17 0,107 0,004 3 0,098 0,004 3 0,096 0,004 3 0,092 0,001 3 0,092 0,005 3 0,090 0,005 3 0,091 0,004 3 0,089 0,002 3 0,553 0,104 3 0,678 0,089 3 0,758 0,014 3 0,071 0,003 3
18 0,107 0,004 3 0,099 0,003 3 0,096 0,004 3 0,092 0,001 3 0,091 0,004 3 0,090 0,005 3 0,091 0,004 3 0,089 0,002 3 0,563 0,102 3 0,687 0,089 3 0,768 0,013 3 0,071 0,003 3
19 0,107 0,004 3 0,098 0,004 3 0,096 0,004 3 0,092 0,001 3 0,092 0,005 3 0,090 0,005 3 0,091 0,004 3 0,089 0,002 3 0,572 0,098 3 0,694 0,091 3 0,778 0,012 3 0,071 0,003 3
20 0,108 0,004 3 0,099 0,003 3 0,096 0,004 3 0,092 0,002 3 0,091 0,004 3 0,090 0,005 3 0,090 0,004 3 0,089 0,002 3 0,574 0,093 3 0,696 0,093 3 0,788 0,013 3 0,071 0,003 3
21 0,108 0,004 3 0,099 0,003 3 0,096 0,004 3 0,092 0,001 3 0,092 0,005 3 0,090 0,005 3 0,091 0,004 3 0,089 0,003 3 0,583 0,093 3 0,707 0,094 3 0,796 0,012 3 0,071 0,003 3
22 0,107 0,003 3 0,098 0,004 3 0,096 0,004 3 0,092 0,001 3 0,092 0,005 3 0,090 0,005 3 0,090 0,004 3 0,088 0,003 3 0,586 0,091 3 0,711 0,096 3 0,805 0,010 3 0,071 0,003 3
23 0,108 0,004 3 0,099 0,003 3 0,097 0,004 3 0,092 0,001 3 0,092 0,005 3 0,091 0,005 3 0,091 0,004 3 0,089 0,002 3 0,590 0,091 3 0,718 0,099 3 0,815 0,011 3 0,071 0,003 3
24 0,107 0,003 3 0,099 0,004 3 0,096 0,004 3 0,092 0,001 3 0,091 0,004 3 0,090 0,005 3 0,091 0,004 3 0,088 0,003 3 0,590 0,090 3 0,721 0,101 3 0,826 0,010 3 0,071 0,003 3
25 0,107 0,003 3 0,099 0,003 3 0,096 0,004 3 0,092 0,001 3 0,092 0,004 3 0,090 0,005 3 0,091 0,004 3 0,089 0,002 3 0,594 0,092 3 0,729 0,103 3 0,832 0,010 3 0,071 0,003 3
26 0,106 0,003 3 0,098 0,003 3 0,097 0,004 3 0,092 0,001 3 0,092 0,005 3 0,090 0,005 3 0,091 0,004 3 0,088 0,003 3 0,596 0,094 3 0,733 0,104 3 0,839 0,011 3 0,071 0,003 3
27 0,107 0,003 3 0,099 0,003 3 0,096 0,004 3 0,092 0,001 3 0,091 0,004 3 0,090 0,005 3 0,091 0,004 3 0,088 0,003 3 0,598 0,096 3 0,739 0,105 3 0,848 0,013 3 0,071 0,003 3
28 0,106 0,003 3 0,098 0,003 3 0,096 0,004 3 0,091 0,001 3 0,092 0,004 3 0,090 0,005 3 0,091 0,004 3 0,088 0,003 3 0,599 0,097 3 0,744 0,106 3 0,854 0,010 3 0,071 0,003 3
29 0,107 0,002 3 0,098 0,003 3 0,096 0,004 3 0,092 0,001 3 0,092 0,005 3 0,090 0,005 3 0,090 0,004 3 0,088 0,003 3 0,601 0,098 3 0,749 0,108 3 0,860 0,012 3 0,071 0,003 3
30 0,107 0,003 3 0,098 0,003 3 0,096 0,004 3 0,091 0,001 3 0,091 0,004 3 0,090 0,005 3 0,090 0,004 3 0,088 0,003 3 0,601 0,099 3 0,751 0,109 3 0,868 0,011 3 0,071 0,003 3
31 0,107 0,003 3 0,098 0,003 3 0,096 0,004 3 0,091 0,001 3 0,091 0,005 3 0,090 0,005 3 0,091 0,004 3 0,088 0,003 3 0,605 0,102 3 0,757 0,110 3 0,872 0,011 3 0,071 0,003 3
32 0,107 0,003 3 0,098 0,003 3 0,096 0,004 3 0,091 0,000 3 0,091 0,005 3 0,090 0,005 3 0,090 0,004 3 0,088 0,003 3 0,609 0,102 3 0,764 0,111 3 0,888 0,011 3 0,073 0,004 3
33 0,107 0,002 3 0,098 0,003 3 0,096 0,005 3 0,091 0,000 3 0,091 0,005 3 0,090 0,005 3 0,090 0,004 3 0,088 0,002 3 0,610 0,105 3 0,767 0,112 3 0,889 0,009 3 0,071 0,003 3
34 0,107 0,002 3 0,098 0,003 3 0,096 0,005 3 0,091 0,000 3 0,091 0,005 3 0,090 0,005 3 0,090 0,004 3 0,088 0,002 3 0,612 0,106 3 0,769 0,113 3 0,890 0,012 3 0,071 0,003 3
35 0,106 0,003 3 0,098 0,003 3 0,096 0,005 3 0,091 0,001 3 0,091 0,005 3 0,090 0,005 3 0,090 0,004 3 0,088 0,002 3 0,614 0,107 3 0,773 0,114 3 0,894 0,013 3 0,071 0,003 3
36 0,106 0,003 3 0,097 0,003 3 0,096 0,005 3 0,091 0,000 3 0,091 0,005 3 0,090 0,005 3 0,090 0,004 3 0,088 0,002 3 0,619 0,108 3 0,779 0,114 3 0,898 0,012 3 0,072 0,004 3
37 0,107 0,004 3 0,098 0,003 3 0,095 0,004 3 0,091 0,000 3 0,091 0,005 3 0,090 0,005 3 0,090 0,004 3 0,088 0,003 3 0,620 0,108 3 0,780 0,114 3 0,902 0,013 3 0,072 0,004 3
38 0,107 0,004 3 0,098 0,003 3 0,095 0,004 3 0,091 0,000 3 0,091 0,004 3 0,090 0,006 3 0,090 0,004 3 0,088 0,002 3 0,622 0,108 3 0,783 0,115 3 0,909 0,012 3 0,072 0,003 3
39 0,106 0,003 3 0,097 0,003 3 0,095 0,004 3 0,091 0,001 3 0,091 0,005 3 0,090 0,006 3 0,090 0,004 3 0,088 0,002 3 0,626 0,109 3 0,787 0,114 3 0,912 0,011 3 0,072 0,004 3
40 0,106 0,003 3 0,098 0,003 3 0,095 0,004 3 0,090 0,000 3 0,090 0,005 3 0,089 0,006 3 0,089 0,004 3 0,087 0,002 3 0,629 0,111 3 0,791 0,115 3 0,910 0,012 3 0,071 0,004 3
41 0,107 0,003 3 0,098 0,003 3 0,095 0,004 3 0,091 0,001 3 0,091 0,005 3 0,090 0,006 3 0,090 0,004 3 0,089 0,002 3 0,631 0,110 3 0,793 0,115 3 0,919 0,011 3 0,072 0,004 3
42 0,107 0,003 3 0,097 0,003 3 0,095 0,004 3 0,091 0,000 3 0,091 0,005 3 0,090 0,006 3 0,090 0,004 3 0,088 0,002 3 0,634 0,110 3 0,796 0,114 3 0,923 0,015 3 0,072 0,004 3
43 0,107 0,003 3 0,098 0,002 3 0,095 0,004 3 0,091 0,001 3 0,091 0,005 3 0,090 0,005 3 0,090 0,004 3 0,088 0,002 3 0,637 0,110 3 0,799 0,113 3 0,921 0,012 3 0,072 0,004 3
44 0,106 0,003 3 0,098 0,003 3 0,095 0,004 3 0,090 0,001 3 0,091 0,004 3 0,090 0,006 3 0,090 0,003 3 0,088 0,001 3 0,639 0,113 3 0,802 0,114 3 0,920 0,013 3 0,072 0,004 3
45 0,107 0,003 3 0,098 0,003 3 0,095 0,005 3 0,091 0,001 3 0,091 0,005 3 0,089 0,006 3 0,090 0,003 3 0,088 0,002 3 0,642 0,114 3 0,805 0,114 3 0,921 0,013 3 0,072 0,004 3
46 0,107 0,003 3 0,098 0,002 3 0,095 0,004 3 0,091 0,001 3 0,091 0,004 3 0,090 0,006 3 0,090 0,004 3 0,088 0,002 3 0,644 0,114 3 0,808 0,114 3 0,923 0,012 3 0,072 0,004 3
47 0,107 0,003 3 0,097 0,003 3 0,095 0,005 3 0,091 0,001 3 0,091 0,005 3 0,089 0,006 3 0,090 0,004 3 0,088 0,002 3 0,647 0,113 3 0,811 0,113 3 0,930 0,010 3 0,072 0,004 3
48 0,107 0,003 3 0,097 0,003 3 0,095 0,005 3 0,091 0,001 3 0,091 0,005 3 0,089 0,006 3 0,090 0,003 3 0,088 0,002 3 0,647 0,113 3 0,810 0,113 3 0,933 0,015 3 0,072 0,004 3





Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N
0 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3
1 0,100 0,003 3 0,092 0,002 3 0,084 0,002 3 0,082 0,005 3 0,079 0,002 3 0,076 0,001 3 0,074 0,001 3 0,073 0,002 3 0,074 0,003 3 0,073 0,002 3 0,075 0,002 3 0,070 0,003 3
2 0,100 0,003 3 0,092 0,001 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,081 0,002 3 0,077 0,000 3 0,076 0,001 3 0,075 0,002 3 0,077 0,002 3 0,076 0,002 3 0,079 0,002 3 0,070 0,003 3
3 0,100 0,003 3 0,092 0,001 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,002 3 0,077 0,000 3 0,077 0,002 3 0,076 0,002 3 0,079 0,003 3 0,080 0,002 3 0,086 0,001 3 0,070 0,003 3
4 0,100 0,003 3 0,092 0,001 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,002 3 0,077 0,001 3 0,077 0,002 3 0,078 0,002 3 0,081 0,003 3 0,086 0,004 3 0,102 0,001 3 0,070 0,003 3
5 0,100 0,003 3 0,092 0,001 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,002 3 0,077 0,001 3 0,077 0,002 3 0,079 0,002 3 0,084 0,003 3 0,096 0,008 3 0,134 0,004 3 0,070 0,003 3
6 0,100 0,003 3 0,092 0,001 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,002 3 0,078 0,001 3 0,077 0,003 3 0,080 0,003 3 0,089 0,004 3 0,112 0,014 3 0,189 0,007 3 0,070 0,003 3
7 0,100 0,003 3 0,092 0,001 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,003 3 0,078 0,001 3 0,077 0,003 3 0,080 0,004 3 0,094 0,006 3 0,134 0,025 3 0,272 0,010 3 0,070 0,003 3
8 0,100 0,004 3 0,092 0,001 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,002 3 0,078 0,001 3 0,077 0,003 3 0,081 0,004 3 0,101 0,009 3 0,165 0,040 3 0,384 0,014 3 0,070 0,003 3
9 0,100 0,003 3 0,092 0,002 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,003 3 0,078 0,001 3 0,077 0,003 3 0,082 0,004 3 0,109 0,012 3 0,206 0,061 3 0,504 0,014 3 0,070 0,003 3
10 0,100 0,004 3 0,092 0,002 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,003 3 0,078 0,001 3 0,077 0,003 3 0,083 0,005 3 0,118 0,016 3 0,254 0,087 3 0,589 0,007 3 0,070 0,003 3
11 0,099 0,004 3 0,092 0,002 3 0,085 0,001 3 0,084 0,005 3 0,082 0,003 3 0,078 0,001 3 0,077 0,003 3 0,084 0,005 3 0,129 0,020 3 0,309 0,115 3 0,641 0,007 3 0,070 0,003 3
12 0,100 0,004 3 0,092 0,002 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,003 3 0,078 0,000 3 0,078 0,003 3 0,084 0,005 3 0,141 0,025 3 0,350 0,130 3 0,674 0,009 3 0,071 0,003 3
13 0,099 0,004 3 0,092 0,002 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,003 3 0,078 0,001 3 0,077 0,003 3 0,085 0,005 3 0,155 0,031 3 0,380 0,131 3 0,698 0,013 3 0,070 0,003 3
14 0,099 0,004 3 0,092 0,002 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,003 3 0,078 0,001 3 0,078 0,002 3 0,086 0,006 3 0,170 0,039 3 0,405 0,126 3 0,719 0,013 3 0,071 0,003 3
15 0,100 0,004 3 0,092 0,002 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,003 3 0,078 0,000 3 0,078 0,003 3 0,086 0,006 3 0,187 0,045 3 0,426 0,115 3 0,738 0,014 3 0,071 0,003 3
16 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,084 0,002 3 0,083 0,005 3 0,082 0,003 3 0,078 0,001 3 0,078 0,002 3 0,087 0,006 3 0,207 0,057 3 0,444 0,106 3 0,747 0,016 3 0,071 0,003 3
17 0,100 0,004 3 0,092 0,002 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,003 3 0,078 0,001 3 0,078 0,003 3 0,088 0,007 3 0,230 0,068 3 0,463 0,099 3 0,758 0,014 3 0,071 0,003 3
18 0,100 0,004 3 0,092 0,002 3 0,085 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,003 3 0,078 0,000 3 0,078 0,003 3 0,089 0,007 3 0,254 0,079 3 0,473 0,096 3 0,768 0,013 3 0,071 0,003 3
19 0,100 0,004 3 0,092 0,002 3 0,084 0,002 3 0,083 0,005 3 0,082 0,003 3 0,078 0,001 3 0,078 0,003 3 0,090 0,008 3 0,276 0,088 3 0,481 0,092 3 0,778 0,012 3 0,071 0,003 3
20 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,084 0,002 3 0,083 0,006 3 0,081 0,003 3 0,078 0,001 3 0,078 0,003 3 0,091 0,009 3 0,289 0,088 3 0,481 0,090 3 0,788 0,013 3 0,071 0,003 3
21 0,100 0,004 3 0,092 0,002 3 0,085 0,002 3 0,083 0,005 3 0,081 0,002 3 0,078 0,000 3 0,078 0,003 3 0,092 0,010 3 0,303 0,090 3 0,486 0,086 3 0,796 0,012 3 0,071 0,003 3
22 0,100 0,004 3 0,091 0,002 3 0,085 0,002 3 0,083 0,005 3 0,081 0,002 3 0,078 0,000 3 0,078 0,003 3 0,093 0,011 3 0,313 0,086 3 0,487 0,083 3 0,805 0,010 3 0,071 0,003 3
23 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,084 0,002 3 0,083 0,005 3 0,081 0,002 3 0,078 0,000 3 0,078 0,003 3 0,095 0,012 3 0,322 0,081 3 0,487 0,078 3 0,815 0,011 3 0,071 0,003 3
24 0,100 0,004 3 0,092 0,002 3 0,084 0,002 3 0,084 0,005 3 0,082 0,003 3 0,078 0,000 3 0,078 0,003 3 0,096 0,013 3 0,329 0,072 3 0,486 0,074 3 0,826 0,010 3 0,071 0,003 3
25 0,100 0,004 3 0,092 0,002 3 0,084 0,002 3 0,083 0,005 3 0,081 0,002 3 0,078 0,000 3 0,078 0,003 3 0,098 0,015 3 0,336 0,070 3 0,486 0,073 3 0,832 0,010 3 0,071 0,003 3
26 0,100 0,004 3 0,091 0,002 3 0,084 0,002 3 0,083 0,005 3 0,081 0,003 3 0,078 0,000 3 0,078 0,003 3 0,099 0,017 3 0,341 0,067 3 0,485 0,071 3 0,839 0,011 3 0,071 0,003 3
27 0,100 0,004 3 0,092 0,002 3 0,084 0,002 3 0,083 0,005 3 0,081 0,003 3 0,078 0,000 3 0,078 0,003 3 0,101 0,019 3 0,345 0,066 3 0,485 0,071 3 0,848 0,013 3 0,071 0,003 3
28 0,100 0,004 3 0,091 0,002 3 0,084 0,002 3 0,083 0,005 3 0,081 0,003 3 0,078 0,000 3 0,078 0,003 3 0,103 0,020 3 0,348 0,065 3 0,483 0,070 3 0,854 0,010 3 0,071 0,003 3
29 0,100 0,004 3 0,091 0,002 3 0,084 0,002 3 0,083 0,005 3 0,081 0,003 3 0,078 0,001 3 0,078 0,003 3 0,105 0,023 3 0,350 0,063 3 0,483 0,070 3 0,860 0,012 3 0,071 0,003 3
30 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,084 0,002 3 0,083 0,005 3 0,081 0,003 3 0,078 0,001 3 0,078 0,003 3 0,107 0,025 3 0,351 0,058 3 0,483 0,071 3 0,868 0,011 3 0,071 0,003 3
31 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,084 0,002 3 0,083 0,005 3 0,080 0,002 3 0,077 0,001 3 0,078 0,003 3 0,109 0,028 3 0,351 0,059 3 0,483 0,073 3 0,872 0,011 3 0,071 0,003 3
32 0,100 0,004 3 0,093 0,002 3 0,086 0,002 3 0,085 0,005 3 0,082 0,002 3 0,079 0,000 3 0,080 0,003 3 0,116 0,033 3 0,354 0,048 3 0,484 0,074 3 0,888 0,011 3 0,073 0,004 3
33 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,084 0,002 3 0,083 0,005 3 0,080 0,002 3 0,077 0,000 3 0,078 0,003 3 0,117 0,037 3 0,350 0,049 3 0,484 0,077 3 0,889 0,009 3 0,071 0,003 3
34 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,083 0,002 3 0,083 0,005 3 0,080 0,002 3 0,077 0,000 3 0,078 0,003 3 0,119 0,041 3 0,348 0,047 3 0,481 0,078 3 0,890 0,012 3 0,071 0,003 3
35 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,083 0,002 3 0,083 0,005 3 0,080 0,002 3 0,077 0,000 3 0,078 0,003 3 0,123 0,045 3 0,347 0,046 3 0,483 0,079 3 0,894 0,013 3 0,071 0,003 3
36 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,084 0,001 3 0,083 0,005 3 0,080 0,002 3 0,077 0,000 3 0,078 0,003 3 0,127 0,051 3 0,347 0,045 3 0,486 0,081 3 0,898 0,012 3 0,072 0,004 3
37 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,083 0,002 3 0,083 0,005 3 0,080 0,002 3 0,077 0,000 3 0,078 0,003 3 0,130 0,054 3 0,343 0,045 3 0,485 0,083 3 0,902 0,013 3 0,072 0,004 3
38 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,083 0,002 3 0,083 0,005 3 0,080 0,002 3 0,077 0,000 3 0,078 0,003 3 0,134 0,059 3 0,342 0,041 3 0,486 0,085 3 0,909 0,012 3 0,072 0,003 3
39 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,084 0,001 3 0,083 0,005 3 0,081 0,003 3 0,077 0,000 3 0,078 0,003 3 0,138 0,065 3 0,342 0,041 3 0,490 0,087 3 0,912 0,011 3 0,072 0,004 3
40 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,083 0,002 3 0,083 0,005 3 0,080 0,002 3 0,077 0,000 3 0,077 0,003 3 0,143 0,071 3 0,340 0,045 3 0,491 0,089 3 0,910 0,012 3 0,071 0,004 3
41 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,083 0,002 3 0,083 0,005 3 0,080 0,002 3 0,077 0,000 3 0,077 0,003 3 0,147 0,076 3 0,340 0,042 3 0,493 0,090 3 0,919 0,011 3 0,072 0,004 3
42 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,083 0,002 3 0,083 0,005 3 0,081 0,002 3 0,077 0,000 3 0,077 0,003 3 0,150 0,081 3 0,339 0,042 3 0,495 0,091 3 0,923 0,015 3 0,072 0,004 3
43 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,083 0,002 3 0,083 0,005 3 0,081 0,003 3 0,077 0,000 3 0,077 0,003 3 0,154 0,084 3 0,338 0,043 3 0,496 0,092 3 0,921 0,012 3 0,072 0,004 3
44 0,098 0,004 3 0,091 0,002 3 0,083 0,002 3 0,082 0,005 3 0,080 0,002 3 0,077 0,000 3 0,077 0,003 3 0,158 0,088 3 0,337 0,046 3 0,497 0,093 3 0,920 0,013 3 0,072 0,004 3
45 0,098 0,004 3 0,091 0,002 3 0,083 0,002 3 0,083 0,005 3 0,080 0,002 3 0,077 0,001 3 0,077 0,003 3 0,160 0,091 3 0,336 0,046 3 0,498 0,095 3 0,921 0,013 3 0,072 0,004 3
46 0,098 0,004 3 0,091 0,002 3 0,083 0,002 3 0,082 0,005 3 0,080 0,002 3 0,077 0,001 3 0,077 0,003 3 0,163 0,093 3 0,337 0,046 3 0,499 0,095 3 0,923 0,012 3 0,072 0,004 3
47 0,099 0,004 3 0,091 0,002 3 0,083 0,002 3 0,083 0,005 3 0,080 0,002 3 0,077 0,000 3 0,077 0,003 3 0,165 0,093 3 0,337 0,044 3 0,500 0,096 3 0,930 0,010 3 0,072 0,004 3
48 0,098 0,004 3 0,091 0,002 3 0,083 0,002 3 0,083 0,005 3 0,080 0,002 3 0,077 0,001 3 0,077 0,003 3 0,166 0,092 3 0,335 0,044 3 0,500 0,097 3 0,933 0,015 3 0,072 0,004 3





















Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N
0 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3
1 0,089 0,002 3 0,085 0,001 3 0,080 0,001 3 0,078 0,003 3 0,077 0,001 3 0,075 0,002 3 0,075 0,001 3 0,075 0,002 3 0,074 0,000 3 0,075 0,001 3 0,075 0,002 3 0,070 0,003 3
2 0,089 0,002 3 0,086 0,001 3 0,082 0,002 3 0,080 0,003 3 0,079 0,001 3 0,077 0,002 3 0,077 0,001 3 0,077 0,002 3 0,076 0,001 3 0,078 0,001 3 0,079 0,002 3 0,070 0,003 3
3 0,090 0,002 3 0,086 0,001 3 0,082 0,002 3 0,081 0,003 3 0,080 0,001 3 0,078 0,002 3 0,078 0,001 3 0,079 0,002 3 0,079 0,001 3 0,082 0,002 3 0,086 0,001 3 0,070 0,003 3
4 0,090 0,002 3 0,087 0,002 3 0,082 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,079 0,003 3 0,079 0,002 3 0,082 0,002 3 0,083 0,002 3 0,088 0,004 3 0,102 0,001 3 0,070 0,003 3
5 0,090 0,002 3 0,086 0,001 3 0,082 0,002 3 0,081 0,003 3 0,080 0,001 3 0,079 0,003 3 0,080 0,002 3 0,084 0,003 3 0,088 0,004 3 0,097 0,007 3 0,134 0,004 3 0,070 0,003 3
6 0,090 0,003 3 0,087 0,002 3 0,082 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,079 0,003 3 0,082 0,002 3 0,088 0,004 3 0,096 0,008 3 0,112 0,014 3 0,189 0,007 3 0,070 0,003 3
7 0,090 0,003 3 0,087 0,002 3 0,083 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,080 0,004 3 0,083 0,003 3 0,092 0,006 3 0,105 0,012 3 0,134 0,021 3 0,272 0,010 3 0,070 0,003 3
8 0,089 0,003 3 0,087 0,002 3 0,083 0,002 3 0,082 0,003 3 0,081 0,001 3 0,080 0,004 3 0,084 0,004 3 0,098 0,009 3 0,118 0,018 3 0,163 0,029 3 0,384 0,014 3 0,070 0,003 3
9 0,089 0,003 3 0,087 0,002 3 0,083 0,002 3 0,082 0,003 3 0,081 0,001 3 0,080 0,004 3 0,085 0,004 3 0,103 0,012 3 0,133 0,025 3 0,203 0,041 3 0,504 0,014 3 0,070 0,003 3
10 0,089 0,003 3 0,087 0,001 3 0,083 0,002 3 0,082 0,003 3 0,081 0,001 3 0,081 0,005 3 0,086 0,005 3 0,110 0,017 3 0,150 0,032 3 0,250 0,054 3 0,589 0,007 3 0,070 0,003 3
11 0,089 0,003 3 0,087 0,002 3 0,083 0,002 3 0,082 0,003 3 0,081 0,001 3 0,081 0,005 3 0,086 0,005 3 0,117 0,021 3 0,170 0,040 3 0,304 0,063 3 0,641 0,007 3 0,070 0,003 3
12 0,089 0,003 3 0,087 0,002 3 0,083 0,002 3 0,082 0,003 3 0,082 0,001 3 0,081 0,005 3 0,088 0,006 3 0,126 0,027 3 0,192 0,051 3 0,353 0,052 3 0,674 0,009 3 0,071 0,003 3
13 0,089 0,003 3 0,086 0,001 3 0,083 0,002 3 0,082 0,003 3 0,081 0,001 3 0,081 0,005 3 0,088 0,007 3 0,135 0,032 3 0,216 0,061 3 0,391 0,041 3 0,698 0,013 3 0,070 0,003 3
14 0,089 0,003 3 0,086 0,001 3 0,083 0,002 3 0,082 0,003 3 0,081 0,001 3 0,081 0,005 3 0,089 0,007 3 0,146 0,039 3 0,242 0,072 3 0,417 0,035 3 0,719 0,013 3 0,071 0,003 3
15 0,088 0,003 3 0,086 0,001 3 0,083 0,002 3 0,082 0,003 3 0,082 0,000 3 0,082 0,005 3 0,090 0,009 3 0,158 0,047 3 0,268 0,075 3 0,433 0,032 3 0,738 0,014 3 0,071 0,003 3
16 0,088 0,003 3 0,087 0,002 3 0,083 0,002 3 0,082 0,003 3 0,081 0,001 3 0,081 0,005 3 0,091 0,009 3 0,169 0,055 3 0,290 0,070 3 0,447 0,033 3 0,747 0,016 3 0,071 0,003 3
17 0,088 0,003 3 0,086 0,001 3 0,083 0,002 3 0,082 0,003 3 0,081 0,001 3 0,082 0,006 3 0,092 0,010 3 0,184 0,064 3 0,313 0,061 3 0,459 0,033 3 0,758 0,014 3 0,071 0,003 3
18 0,088 0,003 3 0,086 0,001 3 0,083 0,002 3 0,082 0,003 3 0,081 0,001 3 0,082 0,006 3 0,093 0,011 3 0,199 0,074 3 0,336 0,050 3 0,468 0,032 3 0,768 0,013 3 0,071 0,003 3
19 0,088 0,003 3 0,086 0,001 3 0,083 0,002 3 0,082 0,003 3 0,081 0,001 3 0,082 0,006 3 0,094 0,012 3 0,217 0,085 3 0,358 0,038 3 0,476 0,031 3 0,778 0,012 3 0,071 0,003 3
20 0,088 0,003 3 0,086 0,001 3 0,082 0,002 3 0,082 0,003 3 0,082 0,001 3 0,082 0,006 3 0,095 0,013 3 0,235 0,098 3 0,374 0,028 3 0,480 0,030 3 0,788 0,013 3 0,071 0,003 3
21 0,088 0,003 3 0,086 0,001 3 0,082 0,002 3 0,082 0,003 3 0,081 0,001 3 0,083 0,006 3 0,096 0,015 3 0,253 0,108 3 0,383 0,021 3 0,482 0,028 3 0,796 0,012 3 0,071 0,003 3
22 0,088 0,003 3 0,086 0,001 3 0,082 0,002 3 0,082 0,003 3 0,081 0,001 3 0,083 0,006 3 0,098 0,016 3 0,270 0,116 3 0,391 0,017 3 0,483 0,027 3 0,805 0,010 3 0,071 0,003 3
23 0,088 0,003 3 0,086 0,001 3 0,082 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,083 0,006 3 0,099 0,017 3 0,285 0,121 3 0,398 0,015 3 0,483 0,026 3 0,815 0,011 3 0,071 0,003 3
24 0,088 0,003 3 0,086 0,001 3 0,082 0,002 3 0,081 0,003 3 0,082 0,000 3 0,083 0,006 3 0,101 0,019 3 0,299 0,125 3 0,405 0,013 3 0,483 0,025 3 0,826 0,010 3 0,071 0,003 3
25 0,088 0,003 3 0,086 0,001 3 0,082 0,002 3 0,082 0,003 3 0,082 0,001 3 0,083 0,006 3 0,102 0,021 3 0,308 0,123 3 0,407 0,013 3 0,483 0,024 3 0,832 0,010 3 0,071 0,003 3
26 0,088 0,003 3 0,086 0,001 3 0,082 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,083 0,006 3 0,104 0,022 3 0,316 0,122 3 0,409 0,012 3 0,481 0,023 3 0,839 0,011 3 0,071 0,003 3
27 0,088 0,003 3 0,086 0,001 3 0,082 0,002 3 0,081 0,003 3 0,082 0,001 3 0,083 0,007 3 0,105 0,024 3 0,323 0,120 3 0,412 0,011 3 0,481 0,023 3 0,848 0,013 3 0,071 0,003 3
28 0,087 0,003 3 0,086 0,002 3 0,082 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,083 0,007 3 0,107 0,026 3 0,329 0,116 3 0,412 0,010 3 0,481 0,022 3 0,854 0,010 3 0,071 0,003 3
29 0,088 0,003 3 0,086 0,001 3 0,082 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,083 0,007 3 0,109 0,028 3 0,335 0,111 3 0,412 0,009 3 0,479 0,022 3 0,860 0,012 3 0,071 0,003 3
30 0,087 0,003 3 0,085 0,001 3 0,082 0,001 3 0,081 0,003 3 0,082 0,000 3 0,083 0,007 3 0,111 0,031 3 0,344 0,109 3 0,414 0,008 3 0,479 0,022 3 0,868 0,011 3 0,071 0,003 3
31 0,088 0,003 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,083 0,007 3 0,113 0,033 3 0,346 0,101 3 0,410 0,008 3 0,479 0,022 3 0,872 0,011 3 0,071 0,003 3
32 0,088 0,003 3 0,086 0,001 3 0,083 0,002 3 0,082 0,003 3 0,083 0,001 3 0,085 0,007 3 0,119 0,038 3 0,362 0,091 3 0,414 0,007 3 0,481 0,020 3 0,888 0,011 3 0,073 0,004 3
33 0,087 0,003 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,082 0,000 3 0,083 0,008 3 0,119 0,041 3 0,361 0,082 3 0,407 0,008 3 0,477 0,020 3 0,889 0,009 3 0,071 0,003 3
34 0,088 0,003 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,083 0,008 3 0,121 0,044 3 0,361 0,074 3 0,405 0,008 3 0,478 0,022 3 0,890 0,012 3 0,071 0,003 3
35 0,088 0,003 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,083 0,008 3 0,124 0,047 3 0,363 0,066 3 0,403 0,008 3 0,479 0,021 3 0,894 0,013 3 0,071 0,003 3
36 0,087 0,003 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,082 0,001 3 0,084 0,008 3 0,126 0,050 3 0,367 0,058 3 0,402 0,008 3 0,479 0,019 3 0,898 0,012 3 0,072 0,004 3
37 0,088 0,003 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,083 0,008 3 0,129 0,053 3 0,365 0,052 3 0,399 0,008 3 0,481 0,021 3 0,902 0,013 3 0,072 0,004 3
38 0,087 0,003 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,084 0,008 3 0,132 0,057 3 0,368 0,047 3 0,401 0,007 3 0,484 0,021 3 0,909 0,012 3 0,072 0,003 3
39 0,087 0,003 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,082 0,001 3 0,084 0,008 3 0,135 0,059 3 0,369 0,042 3 0,400 0,008 3 0,484 0,019 3 0,912 0,011 3 0,072 0,004 3
40 0,088 0,003 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,084 0,008 3 0,137 0,063 3 0,367 0,037 3 0,396 0,010 3 0,485 0,019 3 0,910 0,012 3 0,071 0,004 3
41 0,087 0,003 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,082 0,001 3 0,084 0,009 3 0,140 0,065 3 0,369 0,035 3 0,399 0,009 3 0,487 0,019 3 0,919 0,011 3 0,072 0,004 3
42 0,087 0,003 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,082 0,001 3 0,084 0,009 3 0,142 0,068 3 0,368 0,032 3 0,398 0,009 3 0,488 0,019 3 0,923 0,015 3 0,072 0,004 3
43 0,087 0,003 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,082 0,001 3 0,084 0,009 3 0,144 0,070 3 0,368 0,030 3 0,398 0,009 3 0,489 0,020 3 0,921 0,012 3 0,072 0,004 3
44 0,087 0,002 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,084 0,009 3 0,146 0,072 3 0,365 0,027 3 0,394 0,010 3 0,489 0,020 3 0,920 0,013 3 0,072 0,004 3
45 0,088 0,002 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,084 0,009 3 0,148 0,074 3 0,365 0,026 3 0,394 0,011 3 0,491 0,021 3 0,921 0,013 3 0,072 0,004 3
46 0,088 0,002 3 0,085 0,002 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,084 0,009 3 0,150 0,074 3 0,364 0,024 3 0,394 0,011 3 0,492 0,020 3 0,923 0,012 3 0,072 0,004 3
47 0,088 0,002 3 0,085 0,001 3 0,081 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,084 0,009 3 0,152 0,076 3 0,367 0,024 3 0,398 0,010 3 0,496 0,020 3 0,930 0,010 3 0,072 0,004 3
48 0,088 0,003 3 0,085 0,002 3 0,080 0,002 3 0,081 0,003 3 0,081 0,001 3 0,084 0,009 3 0,153 0,076 3 0,365 0,024 3 0,398 0,010 3 0,496 0,021 3 0,933 0,015 3 0,072 0,004 3















Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N
0 0,060 0,000 3,000 0,060 0,000 3,000 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3
1 0,121 0,002 3,000 0,100 0,001 3,000 0,088 0,001 3 0,080 0,001 3 0,077 0,001 3 0,075 0,002 3 0,075 0,001 3 0,073 0,000 3 0,074 0,001 3 0,075 0,002 3 0,070 0,003 3
2 0,121 0,001 3,000 0,101 0,002 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,079 0,000 3 0,077 0,002 3 0,076 0,001 3 0,075 0,001 3 0,076 0,001 3 0,079 0,002 3 0,070 0,003 3
3 0,122 0,002 3,000 0,101 0,002 3,000 0,089 0,001 3 0,082 0,002 3 0,080 0,000 3 0,078 0,002 3 0,078 0,001 3 0,076 0,000 3 0,077 0,000 3 0,086 0,001 3 0,070 0,003 3
4 0,121 0,001 3,000 0,102 0,002 3,000 0,090 0,001 3 0,082 0,001 3 0,080 0,000 3 0,078 0,001 3 0,079 0,001 3 0,078 0,001 3 0,079 0,001 3 0,102 0,001 3 0,070 0,003 3
5 0,122 0,002 3,000 0,102 0,001 3,000 0,090 0,001 3 0,083 0,002 3 0,080 0,000 3 0,078 0,002 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,081 0,002 3 0,134 0,004 3 0,070 0,003 3
6 0,122 0,002 3,000 0,102 0,002 3,000 0,090 0,002 3 0,083 0,002 3 0,081 0,001 3 0,079 0,001 3 0,081 0,001 3 0,081 0,002 3 0,082 0,004 3 0,189 0,007 3 0,070 0,003 3
7 0,122 0,002 3,000 0,102 0,002 3,000 0,090 0,002 3 0,083 0,002 3 0,081 0,001 3 0,079 0,001 3 0,082 0,001 3 0,083 0,002 3 0,085 0,006 3 0,272 0,010 3 0,070 0,003 3
8 0,121 0,001 3,000 0,103 0,003 3,000 0,090 0,002 3 0,083 0,002 3 0,080 0,001 3 0,079 0,001 3 0,083 0,001 3 0,086 0,003 3 0,088 0,008 3 0,384 0,014 3 0,070 0,003 3
9 0,122 0,002 3,000 0,102 0,002 3,000 0,090 0,002 3 0,083 0,002 3 0,080 0,001 3 0,079 0,001 3 0,084 0,002 3 0,088 0,004 3 0,091 0,011 3 0,504 0,014 3 0,070 0,003 3
10 0,121 0,001 3,000 0,103 0,002 3,000 0,091 0,001 3 0,083 0,002 3 0,081 0,001 3 0,079 0,001 3 0,085 0,002 3 0,091 0,005 3 0,095 0,015 3 0,589 0,007 3 0,070 0,003 3
11 0,121 0,001 3,000 0,103 0,003 3,000 0,090 0,002 3 0,083 0,002 3 0,081 0,000 3 0,080 0,001 3 0,086 0,002 3 0,094 0,006 3 0,100 0,019 3 0,641 0,007 3 0,070 0,003 3
12 0,121 0,002 3,000 0,103 0,003 3,000 0,090 0,002 3 0,083 0,002 3 0,081 0,001 3 0,079 0,001 3 0,087 0,002 3 0,097 0,008 3 0,105 0,022 3 0,674 0,009 3 0,071 0,003 3
13 0,121 0,002 3,000 0,103 0,003 3,000 0,090 0,002 3 0,083 0,002 3 0,081 0,000 3 0,080 0,001 3 0,087 0,002 3 0,101 0,009 3 0,111 0,027 3 0,698 0,013 3 0,070 0,003 3
14 0,121 0,002 3,000 0,102 0,002 3,000 0,090 0,002 3 0,083 0,002 3 0,081 0,000 3 0,080 0,000 3 0,089 0,002 3 0,105 0,011 3 0,118 0,031 3 0,719 0,013 3 0,071 0,003 3
15 0,120 0,001 3,000 0,103 0,003 3,000 0,090 0,001 3 0,082 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,089 0,002 3 0,108 0,012 3 0,124 0,037 3 0,738 0,014 3 0,071 0,003 3
16 0,121 0,001 3,000 0,103 0,003 3,000 0,090 0,001 3 0,083 0,002 3 0,081 0,000 3 0,080 0,000 3 0,089 0,002 3 0,112 0,014 3 0,132 0,043 3 0,747 0,016 3 0,071 0,003 3
17 0,120 0,001 3,000 0,102 0,002 3,000 0,090 0,001 3 0,082 0,001 3 0,081 0,000 3 0,080 0,000 3 0,090 0,002 3 0,116 0,016 3 0,141 0,050 3 0,758 0,014 3 0,071 0,003 3
18 0,120 0,001 3,000 0,102 0,002 3,000 0,090 0,001 3 0,082 0,001 3 0,081 0,000 3 0,080 0,000 3 0,091 0,002 3 0,119 0,015 3 0,151 0,057 3 0,768 0,013 3 0,071 0,003 3
19 0,120 0,001 3,000 0,102 0,002 3,000 0,090 0,001 3 0,082 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,092 0,002 3 0,123 0,017 3 0,162 0,064 3 0,778 0,012 3 0,071 0,003 3
20 0,120 0,002 3,000 0,102 0,003 3,000 0,090 0,002 3 0,082 0,002 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,092 0,002 3 0,128 0,021 3 0,172 0,072 3 0,788 0,013 3 0,071 0,003 3
21 0,120 0,001 3,000 0,101 0,002 3,000 0,090 0,001 3 0,082 0,001 3 0,081 0,001 3 0,081 0,000 3 0,093 0,002 3 0,134 0,024 3 0,186 0,081 3 0,796 0,012 3 0,071 0,003 3
22 0,120 0,001 3,000 0,101 0,002 3,000 0,090 0,002 3 0,082 0,002 3 0,080 0,001 3 0,081 0,001 3 0,094 0,002 3 0,139 0,027 3 0,200 0,089 3 0,805 0,010 3 0,071 0,003 3
23 0,120 0,002 3,000 0,101 0,002 3,000 0,090 0,001 3 0,082 0,002 3 0,080 0,001 3 0,081 0,001 3 0,095 0,002 3 0,145 0,031 3 0,213 0,098 3 0,815 0,011 3 0,071 0,003 3
24 0,119 0,002 3,000 0,102 0,002 3,000 0,090 0,002 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,094 0,002 3 0,151 0,034 3 0,225 0,102 3 0,826 0,010 3 0,071 0,003 3
25 0,120 0,001 3,000 0,101 0,002 3,000 0,090 0,001 3 0,082 0,002 3 0,080 0,001 3 0,081 0,001 3 0,095 0,002 3 0,158 0,038 3 0,238 0,105 3 0,832 0,010 3 0,071 0,003 3
26 0,120 0,002 3,000 0,101 0,002 3,000 0,090 0,002 3 0,082 0,001 3 0,080 0,001 3 0,081 0,001 3 0,096 0,002 3 0,165 0,043 3 0,249 0,106 3 0,839 0,011 3 0,071 0,003 3
27 0,120 0,002 3,000 0,101 0,002 3,000 0,090 0,002 3 0,082 0,002 3 0,080 0,001 3 0,081 0,001 3 0,096 0,002 3 0,173 0,048 3 0,259 0,105 3 0,848 0,013 3 0,071 0,003 3
28 0,120 0,002 3,000 0,101 0,001 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,081 0,001 3 0,097 0,002 3 0,178 0,050 3 0,269 0,103 3 0,854 0,010 3 0,071 0,003 3
29 0,120 0,002 3,000 0,101 0,001 3,000 0,089 0,001 3 0,082 0,002 3 0,080 0,001 3 0,081 0,001 3 0,098 0,002 3 0,186 0,054 3 0,278 0,100 3 0,860 0,012 3 0,071 0,003 3
30 0,119 0,001 3,000 0,101 0,002 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,098 0,002 3 0,192 0,057 3 0,284 0,095 3 0,868 0,011 3 0,071 0,003 3
31 0,119 0,002 3,000 0,101 0,001 3,000 0,089 0,001 3 0,082 0,002 3 0,080 0,001 3 0,081 0,001 3 0,099 0,003 3 0,200 0,061 3 0,295 0,088 3 0,872 0,011 3 0,071 0,003 3
32 0,119 0,002 3,000 0,103 0,002 3,000 0,090 0,001 3 0,082 0,001 3 0,081 0,001 3 0,081 0,001 3 0,101 0,003 3 0,214 0,066 3 0,308 0,074 3 0,888 0,011 3 0,073 0,004 3
33 0,118 0,002 3,000 0,101 0,002 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,101 0,003 3 0,219 0,067 3 0,316 0,063 3 0,889 0,009 3 0,071 0,003 3
34 0,119 0,002 3,000 0,102 0,002 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,002 3 0,080 0,001 3 0,080 0,002 3 0,101 0,003 3 0,223 0,065 3 0,323 0,051 3 0,890 0,012 3 0,071 0,003 3
35 0,119 0,002 3,000 0,102 0,002 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,102 0,004 3 0,228 0,064 3 0,330 0,039 3 0,894 0,013 3 0,071 0,003 3
36 0,119 0,002 3,000 0,101 0,002 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,103 0,004 3 0,235 0,063 3 0,337 0,027 3 0,898 0,012 3 0,072 0,004 3
37 0,119 0,002 3,000 0,102 0,002 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,103 0,005 3 0,240 0,064 3 0,341 0,017 3 0,902 0,013 3 0,072 0,004 3
38 0,119 0,002 3,000 0,102 0,003 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,079 0,002 3 0,080 0,001 3 0,104 0,004 3 0,244 0,062 3 0,342 0,013 3 0,909 0,012 3 0,072 0,003 3
39 0,118 0,002 3,000 0,101 0,002 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,079 0,002 3 0,080 0,001 3 0,105 0,005 3 0,249 0,059 3 0,344 0,005 3 0,912 0,011 3 0,072 0,004 3
40 0,118 0,002 3,000 0,101 0,001 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,107 0,006 3 0,254 0,057 3 0,348 0,006 3 0,910 0,012 3 0,071 0,004 3
41 0,118 0,002 3,000 0,101 0,002 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,107 0,006 3 0,257 0,056 3 0,347 0,008 3 0,919 0,011 3 0,072 0,004 3
42 0,118 0,002 3,000 0,101 0,001 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,108 0,006 3 0,260 0,055 3 0,349 0,015 3 0,923 0,015 3 0,072 0,004 3
43 0,118 0,002 3,000 0,101 0,001 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,109 0,007 3 0,262 0,052 3 0,350 0,021 3 0,921 0,012 3 0,072 0,004 3
44 0,119 0,002 3,000 0,101 0,001 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,110 0,007 3 0,263 0,048 3 0,352 0,028 3 0,920 0,013 3 0,072 0,004 3
45 0,119 0,002 3,000 0,101 0,001 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,111 0,008 3 0,264 0,046 3 0,352 0,029 3 0,921 0,013 3 0,072 0,004 3
46 0,119 0,002 3,000 0,101 0,001 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,112 0,008 3 0,264 0,043 3 0,351 0,030 3 0,923 0,012 3 0,072 0,004 3
47 0,118 0,002 3,000 0,101 0,001 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,113 0,008 3 0,264 0,040 3 0,347 0,027 3 0,930 0,010 3 0,072 0,004 3
48 0,118 0,002 3,000 0,101 0,002 3,000 0,089 0,001 3 0,081 0,001 3 0,080 0,001 3 0,080 0,001 3 0,114 0,008 3 0,263 0,038 3 0,346 0,027 3 0,933 0,015 3 0,072 0,004 3
PEG-PCL [0.46mg/L] PEG-PCL [0.23mg/L] PEG-PCL [0.11mg/L] Curva SC5314 MedioPEG-PCL [30mg/L] PEG-PCL [15mg/L] PEG-PCL [7.5mg/L] PEG-PCL [3.75mg/L] PEG-PCL [1.87mg/L] PEG-PCL [0.93mg/L]
 68 
 




T(h) Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N
0 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,084 0,002 3 0,060 0,000 3
1 0,090 0,003 3 0,087 0,002 3 0,087 0,003 3 0,087 0,001 3 0,084 0,001 3 0,085 0,002 3 0,085 0,004 3 0,089 0,006 3 0,086 0,002 3 0,090 0,002 3 0,089 0,001 3 0,070 0,003 3
2 0,104 0,004 3 0,100 0,003 3 0,101 0,004 3 0,100 0,002 3 0,096 0,002 3 0,098 0,005 3 0,098 0,006 3 0,101 0,007 3 0,099 0,004 3 0,106 0,001 3 0,107 0,002 3 0,070 0,003 3
3 0,127 0,005 3 0,121 0,005 3 0,123 0,006 3 0,120 0,004 3 0,117 0,005 3 0,118 0,008 3 0,117 0,008 3 0,121 0,006 3 0,120 0,005 3 0,129 0,004 3 0,133 0,004 3 0,070 0,003 3
4 0,175 0,009 3 0,162 0,012 3 0,164 0,012 3 0,159 0,010 3 0,153 0,010 3 0,155 0,015 3 0,153 0,013 3 0,158 0,010 3 0,158 0,010 3 0,170 0,009 3 0,176 0,005 3 0,070 0,003 3
5 0,245 0,013 3 0,224 0,020 3 0,227 0,022 3 0,220 0,019 3 0,209 0,019 3 0,213 0,026 3 0,210 0,023 3 0,214 0,018 3 0,216 0,018 3 0,232 0,019 3 0,243 0,010 3 0,070 0,003 3
6 0,326 0,016 3 0,303 0,027 3 0,307 0,032 3 0,297 0,028 3 0,281 0,028 3 0,287 0,038 3 0,284 0,033 3 0,290 0,026 3 0,294 0,026 3 0,317 0,025 3 0,334 0,015 3 0,070 0,003 3
7 0,385 0,021 3 0,381 0,031 3 0,391 0,037 3 0,378 0,031 3 0,357 0,036 3 0,364 0,046 3 0,362 0,040 3 0,371 0,031 3 0,377 0,032 3 0,405 0,035 3 0,436 0,019 3 0,070 0,003 3
8 0,418 0,026 3 0,442 0,025 3 0,463 0,036 3 0,451 0,032 3 0,425 0,038 3 0,435 0,050 3 0,435 0,043 3 0,445 0,031 3 0,451 0,033 3 0,483 0,040 3 0,525 0,024 3 0,070 0,003 3
9 0,436 0,033 3 0,477 0,021 3 0,503 0,033 3 0,494 0,033 3 0,474 0,039 3 0,485 0,051 3 0,484 0,043 3 0,496 0,031 3 0,503 0,034 3 0,541 0,044 3 0,579 0,025 3 0,070 0,003 3
10 0,447 0,037 3 0,496 0,023 3 0,521 0,031 3 0,516 0,035 3 0,498 0,038 3 0,509 0,053 3 0,508 0,045 3 0,518 0,035 3 0,527 0,038 3 0,565 0,045 3 0,605 0,024 3 0,070 0,003 3
11 0,453 0,039 3 0,506 0,026 3 0,529 0,032 3 0,526 0,037 3 0,510 0,037 3 0,521 0,054 3 0,518 0,047 3 0,528 0,038 3 0,537 0,041 3 0,578 0,046 3 0,615 0,023 3 0,070 0,003 3
12 0,460 0,041 3 0,512 0,027 3 0,533 0,033 3 0,532 0,038 3 0,517 0,037 3 0,529 0,056 3 0,524 0,049 3 0,533 0,041 3 0,542 0,043 3 0,585 0,047 3 0,622 0,023 3 0,071 0,003 3
13 0,464 0,041 3 0,515 0,029 3 0,534 0,034 3 0,534 0,039 3 0,518 0,037 3 0,530 0,057 3 0,524 0,051 3 0,534 0,045 3 0,542 0,046 3 0,586 0,053 3 0,620 0,022 3 0,070 0,003 3
14 0,470 0,043 3 0,518 0,028 3 0,536 0,034 3 0,534 0,040 3 0,523 0,038 3 0,533 0,056 3 0,528 0,051 3 0,536 0,043 3 0,545 0,043 3 0,591 0,049 3 0,626 0,023 3 0,071 0,003 3
15 0,473 0,042 3 0,519 0,029 3 0,536 0,035 3 0,535 0,042 3 0,523 0,038 3 0,533 0,058 3 0,528 0,052 3 0,537 0,045 3 0,545 0,045 3 0,593 0,050 3 0,626 0,023 3 0,071 0,003 3
16 0,479 0,044 3 0,520 0,030 3 0,535 0,036 3 0,534 0,044 3 0,526 0,039 3 0,533 0,058 3 0,528 0,053 3 0,537 0,046 3 0,544 0,046 3 0,593 0,052 3 0,626 0,023 3 0,071 0,003 3
17 0,480 0,043 3 0,519 0,031 3 0,533 0,037 3 0,533 0,044 3 0,522 0,039 3 0,530 0,059 3 0,525 0,055 3 0,534 0,047 3 0,542 0,047 3 0,589 0,055 3 0,622 0,023 3 0,071 0,003 3
18 0,485 0,043 3 0,520 0,032 3 0,533 0,038 3 0,533 0,047 3 0,524 0,040 3 0,532 0,060 3 0,525 0,055 3 0,535 0,048 3 0,542 0,048 3 0,592 0,054 3 0,627 0,025 3 0,071 0,003 3
19 0,488 0,043 3 0,519 0,033 3 0,531 0,039 3 0,533 0,047 3 0,520 0,040 3 0,529 0,061 3 0,522 0,057 3 0,533 0,050 3 0,540 0,049 3 0,590 0,056 3 0,622 0,024 3 0,071 0,003 3
20 0,494 0,044 3 0,521 0,035 3 0,532 0,042 3 0,532 0,050 3 0,520 0,042 3 0,529 0,063 3 0,523 0,057 3 0,532 0,050 3 0,540 0,050 3 0,592 0,055 3 0,626 0,024 3 0,071 0,003 3
21 0,497 0,044 3 0,520 0,035 3 0,530 0,043 3 0,531 0,052 3 0,520 0,043 3 0,528 0,065 3 0,523 0,059 3 0,532 0,052 3 0,539 0,052 3 0,592 0,058 3 0,626 0,024 3 0,071 0,003 3
22 0,498 0,043 3 0,518 0,036 3 0,528 0,042 3 0,529 0,052 3 0,516 0,042 3 0,526 0,065 3 0,519 0,061 3 0,528 0,053 3 0,537 0,053 3 0,589 0,059 3 0,624 0,025 3 0,071 0,003 3
23 0,505 0,045 3 0,521 0,037 3 0,529 0,046 3 0,529 0,055 3 0,519 0,046 3 0,527 0,068 3 0,522 0,063 3 0,530 0,056 3 0,539 0,055 3 0,595 0,061 3 0,628 0,025 3 0,071 0,003 3
24 0,507 0,043 3 0,522 0,039 3 0,529 0,048 3 0,529 0,057 3 0,518 0,047 3 0,527 0,070 3 0,522 0,064 3 0,530 0,056 3 0,539 0,057 3 0,595 0,064 3 0,628 0,025 3 0,071 0,003 3
25 0,509 0,044 3 0,523 0,039 3 0,529 0,049 3 0,529 0,058 3 0,518 0,048 3 0,527 0,071 3 0,522 0,065 3 0,530 0,058 3 0,538 0,057 3 0,595 0,064 3 0,629 0,025 3 0,071 0,003 3
26 0,513 0,045 3 0,523 0,041 3 0,529 0,050 3 0,529 0,060 3 0,517 0,049 3 0,526 0,072 3 0,521 0,067 3 0,529 0,059 3 0,539 0,058 3 0,597 0,065 3 0,628 0,025 3 0,071 0,003 3
27 0,517 0,044 3 0,524 0,041 3 0,529 0,049 3 0,529 0,059 3 0,518 0,050 3 0,528 0,073 3 0,522 0,068 3 0,530 0,060 3 0,539 0,059 3 0,598 0,065 3 0,632 0,026 3 0,071 0,003 3
28 0,518 0,043 3 0,523 0,042 3 0,529 0,050 3 0,529 0,061 3 0,516 0,050 3 0,526 0,074 3 0,521 0,069 3 0,529 0,061 3 0,538 0,060 3 0,597 0,067 3 0,630 0,025 3 0,071 0,003 3
29 0,521 0,044 3 0,525 0,043 3 0,529 0,051 3 0,530 0,062 3 0,518 0,052 3 0,529 0,075 3 0,523 0,070 3 0,531 0,062 3 0,541 0,061 3 0,602 0,065 3 0,634 0,025 3 0,071 0,003 3
30 0,525 0,043 3 0,525 0,044 3 0,530 0,052 3 0,530 0,063 3 0,518 0,053 3 0,529 0,076 3 0,524 0,071 3 0,532 0,063 3 0,542 0,062 3 0,603 0,067 3 0,634 0,026 3 0,071 0,003 3
31 0,528 0,044 3 0,527 0,046 3 0,531 0,055 3 0,531 0,066 3 0,520 0,055 3 0,530 0,077 3 0,524 0,073 3 0,533 0,065 3 0,543 0,064 3 0,605 0,070 3 0,635 0,025 3 0,071 0,003 3
32 0,532 0,045 3 0,527 0,047 3 0,531 0,055 3 0,532 0,067 3 0,521 0,055 3 0,530 0,079 3 0,524 0,073 3 0,533 0,064 3 0,543 0,064 3 0,605 0,068 3 0,636 0,025 3 0,073 0,004 3
33 0,533 0,043 3 0,529 0,046 3 0,531 0,055 3 0,532 0,067 3 0,521 0,056 3 0,530 0,079 3 0,525 0,074 3 0,533 0,067 3 0,542 0,066 3 0,606 0,071 3 0,637 0,025 3 0,071 0,003 3
34 0,537 0,043 3 0,529 0,048 3 0,532 0,056 3 0,532 0,069 3 0,521 0,058 3 0,531 0,081 3 0,525 0,075 3 0,534 0,067 3 0,543 0,066 3 0,607 0,071 3 0,638 0,025 3 0,071 0,003 3
35 0,539 0,043 3 0,528 0,049 3 0,531 0,057 3 0,532 0,069 3 0,520 0,058 3 0,530 0,081 3 0,524 0,076 3 0,533 0,067 3 0,543 0,067 3 0,606 0,072 3 0,635 0,025 3 0,071 0,003 3
36 0,541 0,044 3 0,530 0,048 3 0,532 0,058 3 0,533 0,070 3 0,521 0,059 3 0,531 0,082 3 0,524 0,077 3 0,533 0,068 3 0,543 0,067 3 0,607 0,072 3 0,636 0,025 3 0,072 0,004 3
37 0,544 0,044 3 0,531 0,051 3 0,534 0,060 3 0,534 0,073 3 0,523 0,062 3 0,533 0,084 3 0,527 0,079 3 0,536 0,071 3 0,546 0,069 3 0,612 0,074 3 0,640 0,025 3 0,072 0,004 3
38 0,547 0,045 3 0,532 0,053 3 0,535 0,062 3 0,535 0,074 3 0,524 0,063 3 0,534 0,085 3 0,528 0,079 3 0,537 0,071 3 0,545 0,069 3 0,612 0,074 3 0,640 0,025 3 0,072 0,003 3
39 0,548 0,044 3 0,532 0,053 3 0,534 0,061 3 0,536 0,074 3 0,522 0,063 3 0,533 0,085 3 0,527 0,080 3 0,535 0,072 3 0,545 0,070 3 0,611 0,076 3 0,638 0,024 3 0,072 0,004 3
40 0,549 0,047 3 0,533 0,053 3 0,533 0,062 3 0,535 0,075 3 0,523 0,064 3 0,534 0,086 3 0,528 0,081 3 0,536 0,072 3 0,546 0,071 3 0,612 0,076 3 0,641 0,024 3 0,071 0,004 3
41 0,552 0,046 3 0,535 0,053 3 0,534 0,062 3 0,536 0,076 3 0,525 0,065 3 0,535 0,087 3 0,528 0,081 3 0,537 0,073 3 0,546 0,072 3 0,613 0,077 3 0,642 0,025 3 0,072 0,004 3
42 0,555 0,048 3 0,535 0,054 3 0,535 0,064 3 0,537 0,078 3 0,525 0,067 3 0,536 0,088 3 0,529 0,083 3 0,538 0,075 3 0,547 0,073 3 0,615 0,077 3 0,643 0,025 3 0,072 0,004 3
43 0,556 0,047 3 0,536 0,055 3 0,535 0,064 3 0,537 0,078 3 0,525 0,066 3 0,536 0,088 3 0,530 0,083 3 0,539 0,075 3 0,547 0,072 3 0,615 0,076 3 0,644 0,025 3 0,072 0,004 3
44 0,555 0,047 3 0,533 0,056 3 0,532 0,065 3 0,534 0,080 3 0,522 0,068 3 0,532 0,089 3 0,527 0,084 3 0,536 0,076 3 0,544 0,074 3 0,612 0,078 3 0,641 0,025 3 0,072 0,004 3
45 0,561 0,049 3 0,537 0,057 3 0,537 0,067 3 0,538 0,081 3 0,526 0,070 3 0,537 0,091 3 0,531 0,086 3 0,540 0,078 3 0,549 0,075 3 0,617 0,078 3 0,645 0,025 3 0,072 0,004 3
46 0,563 0,048 3 0,538 0,057 3 0,537 0,067 3 0,539 0,082 3 0,526 0,070 3 0,537 0,091 3 0,531 0,087 3 0,540 0,078 3 0,548 0,075 3 0,616 0,079 3 0,645 0,025 3 0,072 0,004 3
47 0,565 0,049 3 0,538 0,059 3 0,537 0,068 3 0,539 0,083 3 0,527 0,072 3 0,537 0,092 3 0,532 0,088 3 0,540 0,079 3 0,549 0,076 3 0,618 0,078 3 0,645 0,025 3 0,072 0,004 3
48 0,565 0,047 3 0,538 0,058 3 0,537 0,068 3 0,539 0,083 3 0,527 0,071 3 0,537 0,092 3 0,531 0,088 3 0,540 0,079 3 0,548 0,076 3 0,617 0,078 3 0,646 0,025 3 0,072 0,004 3






T(h) Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N
0 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3
1 0,087 0,001 3 0,086 0,001 3 0,090 0,006 3 0,085 0,002 3 0,086 0,002 3 0,086 0,002 3 0,086 0,000 3 0,087 0,003 3 0,088 0,003 3 0,097 0,011 3 0,089 0,001 3 0,070 0,003 3
2 0,101 0,001 3 0,098 0,001 3 0,101 0,005 3 0,098 0,004 3 0,099 0,005 3 0,099 0,003 3 0,096 0,001 3 0,098 0,004 3 0,099 0,004 3 0,112 0,012 3 0,107 0,002 3 0,070 0,003 3
3 0,123 0,002 3 0,118 0,001 3 0,121 0,005 3 0,119 0,007 3 0,119 0,006 3 0,118 0,004 3 0,114 0,002 3 0,117 0,004 3 0,119 0,004 3 0,134 0,014 3 0,133 0,004 3 0,070 0,003 3
4 0,166 0,006 3 0,158 0,001 3 0,159 0,006 3 0,158 0,011 3 0,157 0,010 3 0,155 0,008 3 0,149 0,005 3 0,153 0,006 3 0,155 0,006 3 0,175 0,017 3 0,176 0,005 3 0,070 0,003 3
5 0,233 0,009 3 0,219 0,001 3 0,217 0,008 3 0,218 0,017 3 0,214 0,016 3 0,210 0,014 3 0,201 0,011 3 0,207 0,008 3 0,210 0,007 3 0,236 0,021 3 0,243 0,010 3 0,070 0,003 3
6 0,311 0,012 3 0,294 0,002 3 0,291 0,010 3 0,294 0,025 3 0,290 0,022 3 0,283 0,019 3 0,272 0,015 3 0,279 0,011 3 0,282 0,009 3 0,321 0,028 3 0,334 0,015 3 0,070 0,003 3
7 0,369 0,016 3 0,368 0,002 3 0,369 0,011 3 0,377 0,032 3 0,372 0,028 3 0,366 0,027 3 0,351 0,021 3 0,359 0,014 3 0,363 0,012 3 0,411 0,036 3 0,436 0,019 3 0,070 0,003 3
8 0,399 0,019 3 0,422 0,002 3 0,436 0,011 3 0,450 0,035 3 0,445 0,032 3 0,441 0,032 3 0,424 0,024 3 0,433 0,017 3 0,437 0,015 3 0,492 0,043 3 0,525 0,024 3 0,070 0,003 3
9 0,416 0,022 3 0,452 0,004 3 0,473 0,007 3 0,493 0,035 3 0,488 0,033 3 0,484 0,030 3 0,473 0,022 3 0,482 0,019 3 0,486 0,013 3 0,546 0,042 3 0,579 0,025 3 0,070 0,003 3
10 0,427 0,024 3 0,466 0,005 3 0,490 0,007 3 0,513 0,033 3 0,508 0,035 3 0,505 0,028 3 0,495 0,019 3 0,504 0,022 3 0,508 0,012 3 0,571 0,041 3 0,605 0,024 3 0,070 0,003 3
11 0,435 0,026 3 0,474 0,006 3 0,500 0,008 3 0,523 0,032 3 0,518 0,036 3 0,514 0,027 3 0,505 0,019 3 0,516 0,025 3 0,519 0,011 3 0,582 0,041 3 0,615 0,023 3 0,070 0,003 3
12 0,438 0,026 3 0,479 0,007 3 0,504 0,007 3 0,527 0,031 3 0,522 0,033 3 0,518 0,026 3 0,509 0,018 3 0,520 0,025 3 0,523 0,009 3 0,587 0,038 3 0,622 0,023 3 0,071 0,003 3
13 0,442 0,028 3 0,479 0,008 3 0,505 0,007 3 0,527 0,029 3 0,521 0,030 3 0,518 0,024 3 0,509 0,019 3 0,522 0,023 3 0,523 0,008 3 0,585 0,039 3 0,620 0,022 3 0,070 0,003 3
14 0,446 0,029 3 0,485 0,008 3 0,509 0,007 3 0,532 0,032 3 0,527 0,035 3 0,522 0,026 3 0,514 0,017 3 0,526 0,025 3 0,528 0,010 3 0,591 0,036 3 0,626 0,023 3 0,071 0,003 3
15 0,449 0,031 3 0,485 0,009 3 0,509 0,007 3 0,531 0,031 3 0,526 0,034 3 0,522 0,025 3 0,514 0,017 3 0,525 0,025 3 0,528 0,009 3 0,590 0,035 3 0,626 0,023 3 0,071 0,003 3
16 0,451 0,031 3 0,486 0,009 3 0,509 0,006 3 0,531 0,031 3 0,526 0,034 3 0,521 0,025 3 0,513 0,017 3 0,525 0,024 3 0,527 0,008 3 0,591 0,035 3 0,626 0,023 3 0,071 0,003 3
17 0,452 0,031 3 0,485 0,010 3 0,508 0,006 3 0,529 0,030 3 0,523 0,033 3 0,518 0,024 3 0,510 0,018 3 0,523 0,024 3 0,524 0,007 3 0,589 0,037 3 0,622 0,023 3 0,071 0,003 3
18 0,457 0,034 3 0,486 0,009 3 0,509 0,006 3 0,529 0,030 3 0,523 0,034 3 0,518 0,025 3 0,511 0,016 3 0,524 0,025 3 0,525 0,008 3 0,591 0,036 3 0,627 0,025 3 0,071 0,003 3
19 0,458 0,034 3 0,485 0,009 3 0,507 0,006 3 0,527 0,030 3 0,521 0,034 3 0,516 0,025 3 0,508 0,017 3 0,521 0,024 3 0,522 0,008 3 0,589 0,038 3 0,622 0,024 3 0,071 0,003 3
20 0,462 0,036 3 0,485 0,010 3 0,507 0,005 3 0,526 0,029 3 0,519 0,034 3 0,514 0,025 3 0,508 0,016 3 0,520 0,025 3 0,522 0,008 3 0,589 0,035 3 0,626 0,024 3 0,071 0,003 3
21 0,465 0,035 3 0,485 0,009 3 0,506 0,005 3 0,526 0,029 3 0,519 0,036 3 0,514 0,027 3 0,506 0,016 3 0,519 0,025 3 0,521 0,009 3 0,591 0,042 3 0,626 0,024 3 0,071 0,003 3
22 0,465 0,036 3 0,483 0,010 3 0,504 0,005 3 0,522 0,028 3 0,514 0,033 3 0,510 0,025 3 0,503 0,017 3 0,516 0,024 3 0,517 0,008 3 0,586 0,041 3 0,624 0,025 3 0,071 0,003 3
23 0,470 0,037 3 0,485 0,010 3 0,504 0,005 3 0,522 0,029 3 0,516 0,035 3 0,511 0,028 3 0,504 0,016 3 0,516 0,025 3 0,518 0,010 3 0,591 0,042 3 0,628 0,025 3 0,071 0,003 3
24 0,471 0,038 3 0,483 0,009 3 0,503 0,005 3 0,521 0,028 3 0,513 0,034 3 0,509 0,027 3 0,502 0,017 3 0,514 0,025 3 0,517 0,010 3 0,590 0,043 3 0,628 0,025 3 0,071 0,003 3
25 0,473 0,039 3 0,483 0,009 3 0,502 0,005 3 0,520 0,029 3 0,513 0,035 3 0,508 0,028 3 0,501 0,017 3 0,513 0,025 3 0,516 0,010 3 0,592 0,044 3 0,629 0,025 3 0,071 0,003 3
26 0,475 0,042 3 0,481 0,010 3 0,501 0,005 3 0,518 0,028 3 0,509 0,033 3 0,504 0,027 3 0,499 0,018 3 0,511 0,025 3 0,514 0,010 3 0,589 0,041 3 0,628 0,025 3 0,071 0,003 3
27 0,480 0,041 3 0,484 0,010 3 0,502 0,005 3 0,519 0,028 3 0,511 0,035 3 0,507 0,028 3 0,500 0,017 3 0,511 0,026 3 0,516 0,011 3 0,596 0,045 3 0,632 0,026 3 0,071 0,003 3
28 0,480 0,041 3 0,482 0,011 3 0,501 0,005 3 0,517 0,027 3 0,508 0,032 3 0,504 0,027 3 0,498 0,018 3 0,509 0,024 3 0,514 0,011 3 0,593 0,043 3 0,630 0,025 3 0,071 0,003 3
29 0,483 0,042 3 0,483 0,010 3 0,502 0,006 3 0,517 0,027 3 0,509 0,035 3 0,505 0,029 3 0,500 0,017 3 0,511 0,025 3 0,515 0,013 3 0,596 0,041 3 0,634 0,025 3 0,071 0,003 3
30 0,486 0,043 3 0,483 0,010 3 0,501 0,005 3 0,517 0,027 3 0,509 0,035 3 0,504 0,029 3 0,499 0,018 3 0,511 0,025 3 0,515 0,012 3 0,598 0,043 3 0,634 0,026 3 0,071 0,003 3
31 0,488 0,041 3 0,483 0,010 3 0,501 0,006 3 0,516 0,028 3 0,507 0,034 3 0,504 0,029 3 0,499 0,018 3 0,509 0,026 3 0,515 0,013 3 0,599 0,046 3 0,635 0,025 3 0,071 0,003 3
32 0,490 0,042 3 0,484 0,011 3 0,501 0,007 3 0,516 0,028 3 0,508 0,036 3 0,504 0,031 3 0,499 0,019 3 0,510 0,026 3 0,516 0,014 3 0,603 0,047 3 0,636 0,025 3 0,073 0,004 3
33 0,492 0,042 3 0,484 0,010 3 0,501 0,006 3 0,515 0,028 3 0,506 0,034 3 0,504 0,029 3 0,499 0,019 3 0,508 0,026 3 0,515 0,015 3 0,602 0,048 3 0,637 0,025 3 0,071 0,003 3
34 0,494 0,042 3 0,484 0,011 3 0,501 0,006 3 0,515 0,028 3 0,507 0,036 3 0,504 0,031 3 0,499 0,019 3 0,509 0,026 3 0,516 0,015 3 0,604 0,049 3 0,638 0,025 3 0,071 0,003 3
35 0,495 0,043 3 0,483 0,012 3 0,500 0,006 3 0,514 0,027 3 0,504 0,034 3 0,502 0,030 3 0,497 0,019 3 0,508 0,025 3 0,514 0,015 3 0,602 0,050 3 0,635 0,025 3 0,071 0,003 3
36 0,498 0,042 3 0,484 0,012 3 0,500 0,007 3 0,514 0,028 3 0,504 0,035 3 0,502 0,030 3 0,497 0,019 3 0,508 0,025 3 0,514 0,015 3 0,603 0,051 3 0,636 0,025 3 0,072 0,004 3
37 0,500 0,045 3 0,484 0,011 3 0,501 0,006 3 0,513 0,027 3 0,504 0,034 3 0,503 0,030 3 0,498 0,018 3 0,509 0,025 3 0,515 0,015 3 0,605 0,049 3 0,640 0,025 3 0,072 0,004 3
38 0,502 0,043 3 0,484 0,012 3 0,500 0,007 3 0,514 0,027 3 0,504 0,035 3 0,503 0,031 3 0,498 0,019 3 0,509 0,026 3 0,515 0,016 3 0,606 0,050 3 0,640 0,025 3 0,072 0,003 3
39 0,502 0,043 3 0,484 0,012 3 0,499 0,007 3 0,512 0,027 3 0,502 0,034 3 0,501 0,030 3 0,496 0,019 3 0,508 0,025 3 0,514 0,016 3 0,605 0,051 3 0,638 0,024 3 0,072 0,004 3
40 0,504 0,044 3 0,484 0,012 3 0,499 0,007 3 0,512 0,027 3 0,503 0,035 3 0,502 0,031 3 0,497 0,018 3 0,508 0,026 3 0,514 0,016 3 0,607 0,052 3 0,641 0,024 3 0,071 0,004 3
41 0,507 0,044 3 0,485 0,012 3 0,500 0,007 3 0,513 0,027 3 0,504 0,035 3 0,502 0,031 3 0,499 0,018 3 0,509 0,027 3 0,516 0,017 3 0,609 0,052 3 0,642 0,025 3 0,072 0,004 3
42 0,509 0,044 3 0,486 0,013 3 0,500 0,008 3 0,513 0,028 3 0,504 0,036 3 0,503 0,032 3 0,499 0,018 3 0,509 0,028 3 0,516 0,018 3 0,613 0,053 3 0,643 0,025 3 0,072 0,004 3
43 0,511 0,044 3 0,486 0,012 3 0,501 0,007 3 0,513 0,027 3 0,504 0,036 3 0,502 0,031 3 0,498 0,018 3 0,509 0,026 3 0,516 0,018 3 0,612 0,054 3 0,644 0,025 3 0,072 0,004 3
44 0,509 0,044 3 0,482 0,012 3 0,496 0,008 3 0,509 0,027 3 0,500 0,035 3 0,499 0,032 3 0,495 0,018 3 0,505 0,026 3 0,512 0,018 3 0,609 0,054 3 0,641 0,025 3 0,072 0,004 3
45 0,514 0,043 3 0,487 0,013 3 0,501 0,007 3 0,513 0,027 3 0,503 0,035 3 0,503 0,032 3 0,499 0,017 3 0,509 0,026 3 0,516 0,019 3 0,615 0,055 3 0,645 0,025 3 0,072 0,004 3
46 0,515 0,043 3 0,487 0,013 3 0,501 0,008 3 0,513 0,027 3 0,503 0,035 3 0,503 0,032 3 0,499 0,018 3 0,509 0,026 3 0,516 0,019 3 0,615 0,054 3 0,645 0,025 3 0,072 0,004 3
47 0,515 0,043 3 0,487 0,014 3 0,500 0,009 3 0,512 0,027 3 0,502 0,035 3 0,503 0,033 3 0,498 0,017 3 0,509 0,026 3 0,516 0,019 3 0,614 0,053 3 0,645 0,025 3 0,072 0,004 3
48 0,517 0,044 3 0,486 0,013 3 0,500 0,008 3 0,511 0,027 3 0,502 0,034 3 0,502 0,032 3 0,498 0,018 3 0,509 0,025 3 0,516 0,019 3 0,613 0,054 3 0,646 0,025 3 0,072 0,004 3





T(h) Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N
0 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3 0,060 0,000 3
1 0,083 0,001 3 0,080 0,002 3 0,079 0,002 3 0,076 0,001 3 0,076 0,001 3 0,075 0,001 3 0,074 0,001 3 0,073 0,001 3 0,072 0,001 3 0,072 0,003 3 0,075 0,002 3 0,070 0,003 3
2 0,087 0,001 3 0,085 0,002 3 0,084 0,002 3 0,081 0,001 3 0,081 0,002 3 0,080 0,002 3 0,078 0,001 3 0,078 0,001 3 0,077 0,001 3 0,077 0,003 3 0,079 0,002 3 0,070 0,003 3
3 0,093 0,004 3 0,095 0,002 3 0,094 0,002 3 0,092 0,002 3 0,090 0,003 3 0,089 0,003 3 0,088 0,002 3 0,087 0,000 3 0,086 0,001 3 0,086 0,003 3 0,086 0,001 3 0,070 0,003 3
4 0,107 0,010 3 0,115 0,004 3 0,115 0,002 3 0,113 0,003 3 0,111 0,006 3 0,111 0,005 3 0,108 0,004 3 0,106 0,001 3 0,106 0,003 3 0,105 0,004 3 0,102 0,001 3 0,070 0,003 3
5 0,131 0,022 3 0,152 0,007 3 0,155 0,002 3 0,155 0,005 3 0,150 0,011 3 0,151 0,008 3 0,147 0,006 3 0,143 0,002 3 0,144 0,005 3 0,141 0,006 3 0,134 0,004 3 0,070 0,003 3
6 0,168 0,038 3 0,209 0,012 3 0,218 0,002 3 0,223 0,009 3 0,215 0,018 3 0,217 0,012 3 0,210 0,010 3 0,203 0,004 3 0,205 0,008 3 0,201 0,011 3 0,189 0,007 3 0,070 0,003 3
7 0,223 0,059 3 0,286 0,019 3 0,306 0,005 3 0,322 0,013 3 0,311 0,026 3 0,312 0,018 3 0,302 0,015 3 0,292 0,007 3 0,292 0,012 3 0,288 0,017 3 0,272 0,010 3 0,070 0,003 3
8 0,291 0,084 3 0,382 0,027 3 0,415 0,010 3 0,445 0,017 3 0,429 0,030 3 0,434 0,023 3 0,419 0,018 3 0,408 0,010 3 0,402 0,014 3 0,401 0,019 3 0,384 0,014 3 0,070 0,003 3
9 0,376 0,113 3 0,487 0,031 3 0,526 0,014 3 0,558 0,019 3 0,540 0,029 3 0,544 0,022 3 0,528 0,017 3 0,518 0,012 3 0,504 0,014 3 0,507 0,017 3 0,504 0,014 3 0,070 0,003 3
10 0,462 0,142 3 0,583 0,031 3 0,617 0,011 3 0,632 0,018 3 0,616 0,019 3 0,611 0,018 3 0,590 0,013 3 0,578 0,010 3 0,562 0,010 3 0,568 0,017 3 0,589 0,007 3 0,070 0,003 3
11 0,546 0,167 3 0,648 0,023 3 0,675 0,008 3 0,679 0,017 3 0,660 0,013 3 0,650 0,016 3 0,627 0,013 3 0,613 0,009 3 0,595 0,008 3 0,604 0,017 3 0,641 0,007 3 0,070 0,003 3
12 0,616 0,183 3 0,688 0,018 3 0,712 0,006 3 0,712 0,014 3 0,690 0,009 3 0,680 0,016 3 0,653 0,011 3 0,637 0,008 3 0,618 0,008 3 0,629 0,016 3 0,674 0,009 3 0,071 0,003 3
13 0,673 0,178 3 0,716 0,017 3 0,740 0,005 3 0,737 0,012 3 0,714 0,008 3 0,698 0,015 3 0,672 0,011 3 0,654 0,008 3 0,633 0,006 3 0,644 0,017 3 0,698 0,013 3 0,070 0,003 3
14 0,712 0,169 3 0,738 0,015 3 0,763 0,004 3 0,757 0,011 3 0,733 0,007 3 0,716 0,014 3 0,687 0,010 3 0,670 0,007 3 0,646 0,006 3 0,659 0,016 3 0,719 0,013 3 0,071 0,003 3
15 0,731 0,167 3 0,755 0,014 3 0,779 0,003 3 0,772 0,011 3 0,747 0,005 3 0,730 0,014 3 0,700 0,010 3 0,680 0,007 3 0,655 0,006 3 0,671 0,016 3 0,738 0,014 3 0,071 0,003 3
16 0,765 0,143 3 0,767 0,012 3 0,791 0,004 3 0,784 0,011 3 0,757 0,007 3 0,739 0,014 3 0,708 0,010 3 0,687 0,006 3 0,661 0,006 3 0,677 0,017 3 0,747 0,016 3 0,071 0,003 3
17 0,771 0,150 3 0,781 0,013 3 0,805 0,005 3 0,796 0,010 3 0,769 0,007 3 0,749 0,012 3 0,716 0,009 3 0,693 0,006 3 0,666 0,007 3 0,687 0,016 3 0,758 0,014 3 0,071 0,003 3
18 0,784 0,145 3 0,793 0,012 3 0,816 0,004 3 0,807 0,010 3 0,778 0,008 3 0,758 0,012 3 0,723 0,008 3 0,699 0,006 3 0,671 0,006 3 0,695 0,017 3 0,768 0,013 3 0,071 0,003 3
19 0,794 0,143 3 0,803 0,012 3 0,826 0,004 3 0,816 0,010 3 0,787 0,008 3 0,766 0,012 3 0,730 0,010 3 0,704 0,008 3 0,676 0,007 3 0,703 0,018 3 0,778 0,012 3 0,071 0,003 3
20 0,805 0,136 3 0,811 0,010 3 0,834 0,004 3 0,824 0,011 3 0,795 0,007 3 0,775 0,013 3 0,735 0,011 3 0,709 0,009 3 0,680 0,008 3 0,710 0,020 3 0,788 0,013 3 0,071 0,003 3
21 0,811 0,139 3 0,822 0,012 3 0,843 0,005 3 0,833 0,010 3 0,804 0,008 3 0,781 0,011 3 0,741 0,010 3 0,714 0,009 3 0,685 0,007 3 0,718 0,019 3 0,796 0,012 3 0,071 0,003 3
22 0,818 0,138 3 0,831 0,010 3 0,850 0,005 3 0,841 0,011 3 0,811 0,008 3 0,789 0,011 3 0,746 0,010 3 0,719 0,009 3 0,690 0,008 3 0,726 0,020 3 0,805 0,010 3 0,071 0,003 3
23 0,823 0,138 3 0,840 0,010 3 0,859 0,005 3 0,849 0,011 3 0,820 0,008 3 0,796 0,012 3 0,753 0,010 3 0,724 0,009 3 0,696 0,008 3 0,735 0,021 3 0,815 0,011 3 0,071 0,003 3
24 0,825 0,144 3 0,847 0,010 3 0,866 0,005 3 0,857 0,012 3 0,826 0,008 3 0,804 0,012 3 0,759 0,011 3 0,730 0,011 3 0,702 0,009 3 0,746 0,023 3 0,826 0,010 3 0,071 0,003 3
25 0,834 0,139 3 0,856 0,008 3 0,874 0,005 3 0,864 0,012 3 0,834 0,008 3 0,810 0,011 3 0,764 0,011 3 0,735 0,010 3 0,707 0,009 3 0,752 0,023 3 0,832 0,010 3 0,071 0,003 3
26 0,841 0,138 3 0,863 0,008 3 0,880 0,005 3 0,870 0,012 3 0,839 0,009 3 0,816 0,012 3 0,769 0,011 3 0,740 0,010 3 0,712 0,009 3 0,759 0,025 3 0,839 0,011 3 0,071 0,003 3
27 0,845 0,135 3 0,870 0,008 3 0,887 0,005 3 0,877 0,012 3 0,845 0,009 3 0,822 0,012 3 0,774 0,011 3 0,745 0,010 3 0,718 0,010 3 0,767 0,026 3 0,848 0,013 3 0,071 0,003 3
28 0,851 0,133 3 0,878 0,006 3 0,893 0,005 3 0,883 0,012 3 0,852 0,009 3 0,828 0,011 3 0,779 0,011 3 0,750 0,010 3 0,723 0,009 3 0,774 0,028 3 0,854 0,010 3 0,071 0,003 3
29 0,859 0,132 3 0,885 0,006 3 0,900 0,004 3 0,889 0,012 3 0,858 0,009 3 0,833 0,011 3 0,783 0,011 3 0,754 0,010 3 0,728 0,010 3 0,780 0,028 3 0,860 0,012 3 0,071 0,003 3
30 0,859 0,137 3 0,891 0,008 3 0,905 0,005 3 0,894 0,012 3 0,863 0,008 3 0,838 0,013 3 0,789 0,013 3 0,760 0,011 3 0,733 0,012 3 0,788 0,028 3 0,868 0,011 3 0,071 0,003 3
31 0,870 0,131 3 0,897 0,006 3 0,911 0,005 3 0,899 0,012 3 0,868 0,009 3 0,842 0,011 3 0,792 0,011 3 0,763 0,010 3 0,736 0,011 3 0,792 0,029 3 0,872 0,011 3 0,071 0,003 3
32 0,871 0,138 3 0,911 0,008 3 0,923 0,004 3 0,910 0,013 3 0,879 0,008 3 0,854 0,014 3 0,802 0,015 3 0,773 0,012 3 0,748 0,014 3 0,809 0,030 3 0,888 0,011 3 0,073 0,004 3
33 0,876 0,133 3 0,911 0,007 3 0,924 0,004 3 0,911 0,012 3 0,880 0,008 3 0,854 0,012 3 0,802 0,015 3 0,773 0,010 3 0,748 0,014 3 0,808 0,031 3 0,889 0,009 3 0,071 0,003 3
34 0,891 0,122 3 0,916 0,006 3 0,928 0,005 3 0,913 0,013 3 0,882 0,008 3 0,857 0,013 3 0,805 0,015 3 0,776 0,011 3 0,751 0,014 3 0,812 0,032 3 0,890 0,012 3 0,071 0,003 3
35 0,897 0,122 3 0,921 0,006 3 0,933 0,004 3 0,918 0,013 3 0,886 0,008 3 0,861 0,012 3 0,809 0,016 3 0,779 0,010 3 0,755 0,014 3 0,816 0,032 3 0,894 0,013 3 0,071 0,003 3
36 0,895 0,130 3 0,927 0,007 3 0,938 0,004 3 0,922 0,012 3 0,891 0,008 3 0,865 0,012 3 0,813 0,016 3 0,783 0,011 3 0,759 0,015 3 0,822 0,031 3 0,898 0,012 3 0,072 0,004 3
37 0,906 0,122 3 0,930 0,006 3 0,941 0,004 3 0,924 0,013 3 0,894 0,008 3 0,868 0,013 3 0,815 0,016 3 0,787 0,011 3 0,762 0,015 3 0,824 0,033 3 0,902 0,013 3 0,072 0,004 3
38 0,906 0,125 3 0,935 0,007 3 0,945 0,004 3 0,928 0,013 3 0,897 0,008 3 0,873 0,013 3 0,820 0,018 3 0,790 0,011 3 0,768 0,016 3 0,832 0,031 3 0,909 0,012 3 0,072 0,003 3
39 0,904 0,136 3 0,940 0,008 3 0,948 0,003 3 0,932 0,013 3 0,901 0,007 3 0,877 0,013 3 0,823 0,018 3 0,795 0,012 3 0,771 0,017 3 0,837 0,032 3 0,912 0,011 3 0,072 0,004 3
40 0,914 0,129 3 0,945 0,006 3 0,952 0,004 3 0,935 0,012 3 0,904 0,008 3 0,877 0,012 3 0,824 0,017 3 0,794 0,011 3 0,772 0,017 3 0,837 0,032 3 0,910 0,012 3 0,071 0,004 3
41 0,913 0,134 3 0,949 0,007 3 0,955 0,004 3 0,938 0,012 3 0,906 0,007 3 0,881 0,013 3 0,827 0,018 3 0,799 0,011 3 0,777 0,018 3 0,842 0,032 3 0,919 0,011 3 0,072 0,004 3
42 0,918 0,132 3 0,953 0,007 3 0,958 0,004 3 0,941 0,013 3 0,909 0,008 3 0,884 0,013 3 0,830 0,019 3 0,802 0,012 3 0,780 0,018 3 0,845 0,031 3 0,923 0,015 3 0,072 0,004 3
43 0,922 0,131 3 0,955 0,006 3 0,961 0,003 3 0,943 0,013 3 0,911 0,008 3 0,885 0,013 3 0,832 0,019 3 0,804 0,012 3 0,782 0,018 3 0,847 0,031 3 0,921 0,012 3 0,072 0,004 3
44 0,931 0,125 3 0,959 0,005 3 0,964 0,004 3 0,944 0,012 3 0,912 0,008 3 0,886 0,012 3 0,833 0,018 3 0,805 0,013 3 0,783 0,018 3 0,847 0,030 3 0,920 0,013 3 0,072 0,004 3
45 0,934 0,123 3 0,963 0,006 3 0,967 0,004 3 0,947 0,012 3 0,914 0,009 3 0,888 0,012 3 0,835 0,019 3 0,807 0,013 3 0,785 0,018 3 0,849 0,031 3 0,921 0,013 3 0,072 0,004 3
46 0,936 0,125 3 0,966 0,005 3 0,969 0,004 3 0,948 0,012 3 0,916 0,009 3 0,889 0,012 3 0,836 0,019 3 0,809 0,013 3 0,787 0,018 3 0,851 0,031 3 0,923 0,012 3 0,072 0,004 3
47 0,936 0,129 3 0,968 0,006 3 0,970 0,004 3 0,951 0,012 3 0,918 0,009 3 0,893 0,013 3 0,839 0,020 3 0,812 0,013 3 0,791 0,019 3 0,857 0,031 3 0,930 0,010 3 0,072 0,004 3
48 0,946 0,121 3 0,970 0,005 3 0,973 0,004 3 0,952 0,012 3 0,919 0,010 3 0,895 0,013 3 0,841 0,020 3 0,814 0,014 3 0,793 0,019 3 0,858 0,031 3 0,933 0,015 3 0,072 0,004 3
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